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摘要 真核泛素 -蛋白酶体系统是细胞内蛋白质降解的重要机制，参与细胞生理功能调控，因此泛素 -蛋白酶体通路的机制
和功能研究备受关注． 20世纪 80年代，人们就发现放线菌中存在原核蛋白酶体，但是对于原核蛋白酶体的功能和作用机理
长期以来了解甚少． 2008年，Pearce等在结核分枝杆菌中发现了原核类泛素蛋白(prokaryotic ubiquitin-like protein，Pup)．在
Dop、PafA、Mpa等辅助因子的作用下，Pup可以共价标记多种功能蛋白，并介导被标记蛋白质通过蛋白酶体降解，Pup-蛋
白酶体系统的发现揭示了原核生物中一个崭新的蛋白质降解机制．Pup-蛋白酶体系统的靶蛋白涉及物质中间代谢、信号通
路、毒性和抗毒性因子、细胞壁和细胞膜组分等多个方面，并且与结核分枝杆菌的致病性相关，被认为是新的结核病治疗药

物靶点．本文就原核 Pup-蛋白酶体系统的作用机理及其功能的研究进展作一综述．

关键词 原核类泛素蛋白(Pup)，蛋白酶体，蛋白质降解，结核分枝杆菌
学科分类号 Q71 DOI: 10.3724/SP.J.1206.2011.00110

生物化学与生物物理进展
Progress in Biochemistry and Biophysics
2011, 38(12): 1091~1098

www.pibb.ac.cn

*国家自然科学基金资助项目(30770030, 31070714)和北京市科技新

星计划资助项目(2005B47).

**通讯联系人.

Tel: 010-58802137, E-mail: jjzhang@bnu.edu.cn

收稿日期：2011-03-07，接受日期：2011-04-01

蛋白酶体(proteasome)在真核细胞中普遍存在，
被蛋白酶体降解的蛋白质绝大部分要经过泛素标

记，泛素 -蛋白酶体通路是调控细胞内蛋白质水平
和消除错误折叠蛋白的重要机制，参与细胞多种生

理功能调控，因此真核泛素 -蛋白酶体通路的机制
和功能研究备受关注．20世纪 80年代，人们就在
放线菌属中发现原核生物中也存在蛋白酶体，但是

长期以来对于原核蛋白酶体的功能和作用机理了解

甚少．2008年，Pearce 等在结核分枝杆菌中发现
了与泛素功能相似的蛋白质，命名为原核类泛素蛋

白 (prokaryotic ubiquitin-like protein，Pup)．Pup 可
以在辅助因子的作用下标记多种功能蛋白，并介导

被标记蛋白质通过蛋白酶体降解．Pup- 蛋白酶体
通路的发现揭示了原核生物中一个崭新的蛋白质降

解机制，对 Pup-蛋白酶体降解途径的作用机理和
生理功能的研究已成为当前病原放线菌研究的热点

之一．

1 原核蛋白酶体的研究

真核细胞中最普遍的是 26 S蛋白酶体，包含

一个 20 S 核心颗粒和两个 19 S 调节颗粒．目前
已发现的原核生物蛋白酶体存在于放线菌中，对

原核蛋白酶体的研究主要是在结核分枝杆菌

(Mycobacterium tuberculosis, Mtb) 和耻垢分枝杆菌
(Mycobacterium smegmatis, Msm)中进行的[1]．

Mtb 是一种已知存在蛋白酶体的少数细菌之
一，对 Mtb 蛋白酶体的研究相对比较深入．Mtb 蛋
白酶体的核心颗粒在结构上与真核生物的蛋白酶体

“20 S”核心颗粒相似，都是由 28个亚基(琢7茁7茁7琢7)
构成的桶状结构，两个外部环状结构分别由 7个 琢
亚基构成，两个内部环状结构分别由 7个 茁亚基
构成[2-3]．真核蛋白酶体中有 7种不同 琢 亚基和 7
种不同 茁亚基，但仅有 茁1、茁2、茁5三种亚基发挥
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2 原核类泛素蛋白 Pup的发现
泛素(ubiqitin)是真核细胞中一种 76 个氨基酸

的小分子蛋白质．真核细胞中被蛋白酶体降解的蛋

白质绝大多数都要先被泛素共价标记，即蛋白质上

的一个赖氨酸 着氨基与泛素羧基之间形成共价连
接，进一步通过泛素间的共价连接将底物蛋白多泛

素化，泛素化的蛋白质可以被 19 S调节颗粒识别，
将其导入蛋白酶体降解．

结核分枝杆菌中的 Mpa与真核生物蛋白酶体
19 S调节颗粒中的 ATP酶具有同源性．2008 年，
Pearce等[13]利用细菌双杂交系统(bacterial two-hybrid,
BTH)筛选Mpa结合蛋白时，发现 Rv2111c通过其
C端的 26个氨基酸与 Mpa相互作用．Rv2111c基

因位于蛋白酶体基因上游，与编码蛋白酶体核心颗

粒(琢、茁亚基)的 prcA 和 prcB基因共同组成一个
操纵子[13]．Rv2111c基因编码一个 64个氨基酸的
蛋白质，该蛋白质在放线菌中普遍存在．Rv2111c
同源蛋白与真核泛素进行蛋白质序列比较发现，尽

管它们与泛素同源性低，但在其 C端的保守序列
K/RGGQ中含有泛素中保守的 Gly-Gly序列(图 2).
泛素中的 Gly-Gly有利于泛素 C端与底物的 Lys形
成 Gly-Gly～Lys异肽键[14]．进一步研究表明，一些

已知被蛋白酶体降解的蛋白质如 FabD(malonyl
Co-A acyl carrier protein transacylase) 和 PanB
(ketopantoate hydroxymethyl transferase)等可以被
Rv2111c 在 Lys 位点共价标记，因此将 Rv2111c
命名为原核类泛素蛋白 (prokaryotic ubiquitin-like
protein，Pup)．

Fig. 1 Comparison of eukaryotic and prokaryotic proteasome 茁 subunits[6]

图 1 真核和原核生物蛋白酶体 茁亚基的比较[6]

蛋白质降解作用，这些亚基分别具有半胱天冬蛋白

酶、胰蛋白酶和胰凝乳蛋白酶活性．Mtb 蛋白酶体
核心颗粒中只含有一种 琢亚基和一种 茁亚基，它
们分别由 prcA(Rv2109c)和 prcB(Rv2110c)基因编码
(图 1)．原核蛋白酶体中外部的两个环状结构分别
由 7个相同的 琢亚基构成，这两个外环具有类似
“门”的作用，琢 亚基 N 端 8 个氨基酸的缺失可
以削弱“门”的阻碍作用，提高了降解底物的活

性[4]．原核蛋白酶体内部的两个环状结构分别由 7
个相同的 茁亚基构成，茁亚基的 N端有胰凝乳蛋
白酶活性，其 N端苏氨酸的—OH为蛋白酶体的活
性部位，因此 茁亚基组成的两个内环具有蛋白质
降解作用[3-5]．Lin等[6]以合成的多肽为底物，发现

Mtb 和真核生物蛋白酶体对底物的降解具有序列特
异性上的差异．

1998年，Wolf 等[7]发现，放线菌蛋白酶体基

因的上游基因 Rv2115c可编码具有 ATP水解功能
的蛋白质，Darwin 等 [8]正式将其命名为 Mpa
(mycobacterial proteasome ATPase)．Mpa属于 AAA
(ATPase associated with various activities)家族，与
真核生物蛋白酶体 19 S调节颗粒中的 ATP酶具有
同源性，而且两者具有相似的功能，即参与调节蛋

白酶体 琢亚基“门”的开关，同时，Mpa自身是
原核蛋白酶体的底物[9-12]，表明原核蛋白酶体可以

通过对Mpa的降解进行自我功能的反馈调节．
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Fig. 3 Genomic context of the genes of
Pup鄄proteasome system in Mtb[19]

图 3 结核分枝杆菌基因组上的 Pup鄄蛋白酶
体系统相关基因[19]

Fig. 2 Alignment of Pup or ubiquitin from some of actinomycetes and eukaryotes
图 2 已知的放线菌 Pup和真核生物泛素的氨基酸序列对比

结核分枝杆菌(M. tuberculosis) GI: 15609248,耻垢分枝杆菌(M. smegmatis) GI:259546730,卡介苗菌(BCG) GI:284022050,麻风分枝杆菌(M. leprae)

GI:4200273, 棒状杆菌 (C. jeikeium) GI:123651079, 红球菌 (Rhodococcus) GI:123341023,酵母菌 (Yeast) GI:48429170, 拟南芥 (Arabidopsis)
GI:28202244,人类(Human) GI:51703339.数据来自 NCBI.

Pup蛋白 C端为 Gly-Gly-Gln序列，通过串联
亲和层析(tandem affinity purification，TAP)和质谱
分析(mass spectrometry，MS)，人们发现，在连接
底物的过程中 Gln变为 Glu，然后与底物的 Lys连
接，形成 Gly-Gly-Glu～Lys[13]．绝大多数靶蛋白中

只有一个 Lys与 Pup共价连接，与 Pup连接的 Lys
位点附近在一级和二级结构上均没有同源性，而且

未发现多聚 Pup化的现象．对于 Pup 结构研究发
现，Pup 是一种无序蛋白 (intrinsically disordered
protein，IDP)，有不稳定的二级结构[15]，Pup标记
蛋白质后其 N 端仍保持无序状态，C 端 S21-K61
形成螺旋结构，能与 Mpa的 N端螺旋结构域非共
价作用，被 Mpa传递入蛋白酶体进行降解[16-17]，因

此 Pup可能具有两种功能，它不仅是让底物成为蛋
白酶体识别的标记物，而且使靶蛋白带上无序标

签，有利于靶蛋白的降解[18]．

3 Pup鄄蛋白酶体系统所需的辅助因子
在真核生物中，泛素介导的蛋白质降解需要一

系列辅助因子(如 E1、E2、E3，DUBs等)来发挥作
用，这些辅助因子分别参与靶蛋白的泛素化和去泛

素化过程，来调控细胞内蛋白质的降解．原核生物

Pup- 蛋白酶体途径介导的蛋白质降解也需要辅助
因子，目前已知的辅助因子除了上文提到的 Mpa，
还有 Dop (deamidase of Pup)和 PafA (proteasome
accessory factor A)，Pup-蛋白酶体系统的相关基因
在Mtb基因组上的分布见图 3．

3.1 去酰胺酶 Dop
Dop蛋白由 Rv2112c 基因编码，该基因位于

pup基因 Rv2111c上游[19]．Dop的氨基酸序列与真
核生物蛋白酶体系统中的 E1、E2和 E3没有同源
性，但与羧氨连接酶具有一定同源性[20]．在真核泛

素 -蛋白酶体系统中，E1具有活化泛素的作用．
Pup蛋白 C端序列为 Gly-Gly-Gln，Dop的 N端可
以催化去酰胺化反应，将 Pup C 端的 Gln转变为
Glu[13, 19]． Imkamp等[21]对 Msm菌株 dop基因进行了
敲除，结果发现 Msm中蛋白质的 Pup化不能发生，
造成底物蛋白的积累．将 dop基因回补入 dop缺失
突变株后，Pup化得到了恢复，这表明 Dop催化的
去酰胺化反应对 Pup与靶蛋白的共价连接是必需
的．2010年 Burns和 Imkamp等[22-23]发现，Dop还
具有去 Pup化功能，在 Dop的作用下被 Pup标记
的底物蛋白 FabD、Ino1和 PanB可以被去 Pup化，

pafA prcA prcB pup dop mpa
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5 Pup鄄蛋白酶系统的靶蛋白及其功能
真核泛素 -蛋白酶体系统是胞内蛋白质降解的

重要途径，并通过调控蛋白质降解参与细胞周期、

凋亡和发育等生命活动．因此，人们在研究原核

Pup- 蛋白酶体系统作用机理的同时，对原核 Pup-
蛋白酶体系统的靶蛋白及其生物学功能进行了深入

的探讨．2009年，Festa等[27]用串联亲和层析和质

谱分析法对 Mtb 中的 Pup标记蛋白进行了系统的
分析，根据是否存在 Pup与靶蛋白形成的 Gly-Gly-
Glu～Lys连接结构来判定 Mtb 中被 Pup标记的蛋
白质，共发现有 55个符合此条件的靶蛋白，并确
定了这些蛋白质中与 Pup共价连接的 Lys位点．这
55种蛋白质的功能涉及物质中间代谢、信号通路、

产生游离的 Pup，这一去 Pup 过程依赖于 Mpa 的
存在．

3.2 连接酶 PafA
由 Mtb Rv2097c 基因编码的 PafA是一个依赖

于 ATP的羧氨连接酶[24]．真核泛素 -蛋白酶体系统
中，E3起到识别特定底物并与泛素连接的作用．
PafA 的氨基酸序列与真核生物蛋白酶体系统的
E1、E2和 E3没有同源性，在糖多孢菌属中发现
与 PafA 同族的蛋白质 GCS2 (酌-glutamyl-cysteine
synthetase-2)、PafA 和 GCS2同属于羧氨连接酶家
族，比较 PafA和 GCS2蛋白 N端发现有明显的保
守序列：GhExE (h为疏水区，x为任意区)，这些
区域与 Mg2+、ATP 形成活性中心 [24]．其催化 Pup
与底物的连接过程可分为两步：首先 PafA能够催
化去酰胺化 Pup的 C端 Glu发生磷酸化，形成磷酸
化 Pup-GGE中间体，然后由这种酶 - 中间体复合
物促进 Pup 与底物的 Lys 相连 [25]．Cerda-Maira 和
Festa等[20, 26-27]发现，Mtb pafA的突变可以造成底物

蛋白的积累，同时检测不到 Pup标记蛋白的存在，
说明 PafA对于 Pup与靶蛋白连接是必需的．但是，
对于各种在结构上没有同源性的靶蛋白，PafA如
何催化其与 Pup连接，以及是否存在其他辅助因
子，有待于进一步探究．

4 Pup介导的蛋白质降解过程
综合已有对原核生物蛋白酶体、Pup及辅助因

子的研究成果，对 Mtb 中 Pup-蛋白酶体系统介导
的蛋白质降解过程总结如下：Pup的 C端 Gln在去
酰胺酶 Dop催化下形成 Glu；在 PafA连接酶的作
用下，通过水解 ATP，使 Pup C 端 Glu 磷酸化，
并催化其以共价键的形式与底物蛋白上的 Lys连
接；Pup标记的蛋白质通过 Pup C端与Mpa N端相
互作用，Mpa水解 ATP打开蛋白酶体核心区域的
门(琢亚基)，传递底物蛋白到蛋白酶体的核心区域
(茁亚基)，同时 Dop促使去 Pup化，使 Pup重复利
用；底物经由蛋白酶体被降解(图 4)．

Fig. 4 The mechanism of Mtb Pup鄄proteasome system
图 4 结核分枝杆菌 Pup鄄蛋白酶体系统的作用机制
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原核生物(Mtb, Msm) 真核生物

蛋白酶体 2外环(每环 7个相同 琢亚基) 2外环(每环 7个不同 琢亚基)

核心结构 2内环(每环 7个相同 茁亚基) 2内环(每环 7个不同 茁亚基)

活性中心 所有 茁亚基的 N端，发挥胰凝乳蛋白酶活性作用 每环的 3个 茁亚基 N端，分别具有半胱天冬蛋白酶、胰蛋白酶、

胰凝乳蛋白酶 3种活性作用
介导物质 Pup 泛素

辅助因子 Mpa、Dop、PafA E1、E2、E3，DUBs，ATP酶，及许多调节亚基等

底物 FabD、PanB、Mpa、SodA、Ino1、Icl、MtrA等 50多种

蛋白被 Pup标记，其中部分被实验证实经蛋白酶体降解

超过 600种，大多数需要泛素的先前连接，但有些也无需泛素，

如：鸟氨酸脱羧酶[36]

功能 蛋白质更新，新陈代谢，抗免疫等 蛋白质更新，信号转导，核内 资B 调控因子，内吞作用，DNA

修复，自噬作用，细胞周期和转录等[37]

目前在 Mtb 中，已经通过实验证实，能被 Pup
标记且被蛋白酶体降解的底物蛋白有 FabD、PanB、
Mpa、SodA、Ino1、Icl和MtrA等，这些被确定的
Pup- 蛋白酶体系统底物蛋白各自具有重要的生物
学功能，并与 Mtb 的致病性相关．丙二酰乙酰辅
酶 A转酰酶 FabD(malonyl Co-A acyl carrier protein
transacylase)是脂肪酸合酶域之一，催化脂肪酸
和分枝菌酸的合成，而分枝菌酸与 Mtb 的病原性有
关 [9, 29]．酮脂酰羟甲基转移酶 PanB (ketopantoate
hydroxymethyl transferase)参与 Mtb 体内泛酸(VB5)的
生物合成，而泛酸与乙酰辅酶 A(Co-A)的形成有
关，Co-A 参与了 TCA 循环和脂肪酸代谢，泛酸
缺陷型的 Mtb 不易在小鼠体内长期生存 [9, 30]．过

氧化物岐化酶 SodA (superoxide dismutase)与 Mtb
的病原性有关，参与抗宿主免疫作用，和非病原菌

Msm SodA蛋白的输出方式有区别[31-32]．1- 磷酸肌
醇合酶 Ino1(inositol-1-phosphate synthase)对 Mtb 的

硫醇和细胞壁脂多糖的形成很重要，Mtb 的 Ino1
突变体不易在巨噬细胞和小鼠体内长期生存[26, 32-33].
异柠檬酸盐裂解酶 Icl(isocitrate lyase)是乙醛酸循环
途径中重要的酶，它的催化作用为在醋酸盐或含有

某些脂肪酸的培养基上生长的 Mtb 提供了碳源[27, 34].
Mtb反应调节器MtrA(Mtb response regulator A), Mtb
感染小鼠或巨噬细胞，高表达 MtrA蛋白可以加速
Mtb 的清除，但在体外培养基中高表达 MtrA 的
Mtb 菌株可以正常生长[27, 35]．鉴于这些 Pup-蛋白酶
体系统底物蛋白的生理功能，Pup- 蛋白酶体系统
可以通过调控蛋白质降解在 Mtb 的生长调控和致病
性中发挥重要作用．

6 总结与展望

我们将 Pup-蛋白酶体系统与真核泛素 -蛋白酶
体系统相比较，可以发现两者在结构组成、调控方

式和生物学功能等方面均存在一定的差异(表 2).

蛋白质功能分类 数目 占 Pup标记蛋白比例 /% 占 Mtb 蛋白质组比例 /%

中间代谢 25 45 22

脂类代谢 8 15 6

毒性 /抗毒性因子 6 11 3

信号通路蛋白 4 7 6

细胞壁、膜蛋白 4 7 18

调节蛋白 1 2 5

保守的假定蛋白 7 13 26

毒性与抗毒性因子、细胞壁和细胞膜组分等多个方

面(表 1)．Watrous等[28]用相同的方法在 Msm 中发
现 52种被 Pup标记的蛋白质，其中大部分在 Mtb
中存在对应的同源蛋白．

Table 1 Functional classification of proteins identified in the Mtb pupylome[27]

表 1 结核分枝杆菌 Pup标记蛋白谱中蛋白质的功能分类统计[27]

Table 2 Comparison of eukaryotic and prokaryotic proteasome systems
表 2 真核生物和原核生物蛋白酶体系统的比较
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Knipfer 等 [1]发现将 Msm 的蛋白酶体基因
prcBA 敲除对 Msm 的生长没有显著影响，然而
Gandotra等[38]发现敲除 Mtb蛋白酶体基因 prcBA对
Mtb 在体外的正常生长有一定的影响．当 Mtb 进入
宿主肺泡细胞时，巨噬细胞由可诱导 NO 合酶
(iNOS)产生 NO 和其他活性氮中间体 (reactive
nitrogen intermediates，RNI)来破坏 Mtb的核酸、蛋
白质和脂质体等物质，抑制病原菌 Mtb 的感染[39-40].
Darwin 等 [8]发现，Mtb 的蛋白酶体具有抗 RNI 功
能，对 Mtb 在小鼠体内的存活至关重要．其后的一
系列实验结果表明，无论是蛋白酶体亚基还是辅助

因子Mpa和 PafA编码基因的敲除或突变，都可以
导致 Mtb 抗 RNI能力减弱[20, 26, 41]．其中的原因可能

有两种：a．Mtb被 RNI破坏的蛋白质不能被降解，
这些缺陷蛋白质对细胞有毒性，导致细胞死亡；

b．可能存在某些蛋白质在暴露于 RNI后会变得有
毒性，不能被降解，促进了细胞死亡．

目前全世界约 1/3 的人感染了 Mtb，每年近
300万人死于结核病，结核病有继续蔓延且感染者
死亡率增高的趋势．在世界范围内已发现多药耐受

性的 Mtb，HIV病毒感染者体中，结核分枝杆菌不
被免疫，出现了双重感染者，这给结核病的防治带

来很大困难[42-43]．近些年来，高效的抗结核病新药

研发进展缓慢．Pup- 蛋白酶体系统在 Mtb 致病性
中的作用使该系统成为结核病治疗的潜在药物靶

点．但是，从真核生物和 Mtb 蛋白酶体的结构来
看，茁亚基都有胰凝乳蛋白酶活性中心，在抑制
Mtb 茁亚基的同时也会抑制人体细胞蛋白酶体 茁亚
基的胰凝乳蛋白酶活性，这是从Mtb 蛋白酶体入手
研发抗结核药物需要突破的主要障碍．2009 年，
Lin等[44]发现化合物 oxathiazol-2-one可以改变Mtb 茁
亚基的构象，抑制 茁亚基的蛋白质降解活性，同
时这种化合物对真核蛋白酶体 茁亚基抑制较弱，
对真核细胞毒性较小．Lin等[45]又在 2010年发现一
种天然物质 Fellutamide B，其对 Mtb 蛋白酶体 茁
亚基的抑制能力显著超过对真核蛋白酶体 茁亚基
的抑制能力，可以作为以 Mtb 蛋白酶体为靶标的抗
结核药物．随着对 Pup-蛋白酶体系统的作用机理
和生物学功能的研究，将丰富对包括蛋白酶体、辅

助因子和底物蛋白质在内的整个系统的认识，针对

Pup- 蛋白酶体系统的抗结核药物研发将得到进一
步的发展．
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Progress in The Study of Prokaryotic Ubiquitin鄄like Protein (Pup)鄄
Proteasome System*
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Abstract Ubiquitin-proteasome system, the essential mechanism for eukaryotic cellular protein degradation,
plays an important role in the regulation of cellular physiological functions. In 1980s, researchers found that
proteasome also reside in actinomycetes, but the function and mechanism of the prokaryotic proteasome were
unknown. In 2008, the prokaryotic ubiquitin-like protein (Pup) was identified in Mycobacterium tuberculosis. With
the help of accessory factors, Dop, PafA and Mpa, Pup covalently linked to the Lys 着-NH2 in the target proteins and
mediated the target protein degradation through the proteasome. The discovery of Pup-proteasome system revealed
a novel mechanism of prokaryotic protein degradation, which is involved essential physiological function including
the intermediary metabolism, information pathway, detoxification/virulence, cell wall and cell membrane
formation and so on. Disruption of Pup-proteasome system can suppress the pathogenicity of Mycobacterium
tuberculosis. Therefore it is regarded as the new therapeutic target for tuberculosis. In the present paper, the
progress in the study on mechanism and function of Pup-proteasome system is reviewed.
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