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摘要 多囊体(multivesicular body，MVB)是由晚期内吞体的限制膜内陷出芽而形成的动态的亚细胞结构，是真核细胞重要的
膜和蛋白质运输与分拣中心，并与信号转导、胞质分裂、基因沉默、自噬、蛋白质的质量控制、病毒出芽等密切相关．多囊

体生物发生涉及 20多种囊泡分拣蛋白(Vps)，最重要的是在内吞体膜上形成的 4 种内吞体运输分拣复合物(ESCRT 0、玉、
域、芋)和 Vps4．ESCRT 0与包涵素在内吞体膜上形成微域并富集泛素化的货物蛋白． ESCRT玉和域诱导 MVB囊泡出芽、
促进囊泡形成并分拣货物蛋白到囊泡中． ESCRT芋收缩及剪切芽颈，完成最后的膜脱落过程． Vps4解离 ESCRT以循环利
用． 泛素化及泛素化蛋白也能修饰或调控 ESCRT的定位及功能．这些研究表明，泛素化蛋白、ESCRT和 Vps4在内吞体膜
上的相继协同作用是驱动紧密偶联的多囊体生物发生及蛋白质分拣的主要力量．本文以蛋白质 -蛋白质相互作用为主，综述
了 ESCRT复合物及 Vps4多聚体的组装机制、相互作用、生理功能以及泛素化蛋白和泛素化对 ESCRT的调控，并对下一步
研究进行了展望．
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20世纪 50年代，de Robertis和 Roizin等[1-2]首

先观察到多囊体(multivesicular body，MVB)现象．
MVB 是含有腔内囊泡(intraluminal vesicles，ILVs)
的晚期内吞体，如酵母的 MVB直径约 200 nm，腔
内充满直径约 24 nm的椭圆形小囊泡(图 1)．后来
在多种细胞中也发现了 MVB，但直到 21世纪初，
Emr等发现MVB途径的重要蛋白包括 E类(class E)
囊泡分拣蛋白(vacuolar protein sorting，Vps)形成的
内吞体运输分拣复合物(endosomal sorting complexs
required for transport，ESCRT)和 Vps4 [3-5]，才开始

分子机制研究．目前认为[3-13]，MVB途径参与或调
控信号转导、自噬、胞质分裂、细胞凋亡、蛋白质

的质量控制、基因沉默、神经系统的调控、病毒出

芽等，在癌症、神经退行性疾病、病毒病(艾滋病、
乙型肝炎)的发生发展以及真核生物生长发育的调
控等方面都具有重要作用．

最近，MVB 途径的研究不断深入[3-7, 13-24]，发

现泛素(ubiquitin，Ub)化修饰(ubiquitination)不仅是
蛋白货物(cargo)进入 MVB途径的重要信号，还能
调控 ESCRT的定位及功能．ESCRT 0、玉、域、芋

及 Vps4等依次参与 MVB途径并协同作用．对蛋
白质的结构、功能、相互作用、与内吞体膜的作用、

溶液构象及构象变化进行了深入研究．对MVB囊
泡形成及蛋白质分拣(sorting)过程进行了体外重建
(in vitro reconstitution)．这些研究使MVB途径的主
题变得日益清晰：主要由泛素化蛋白、ESCRT和
Vps4在内吞体膜上相继的协同作用作为最重要的
驱动力量，保障紧密偶联的MVB生物发生和蛋白
质分拣的经济、高效的运行．本文以蛋白质 - 蛋
白质相互作用为主线，综述了这个偶联过程的分子

机制，重点讨论 ESCRT复合物及 Vps4多聚体的
形成机制、相互作用、生理功能以及泛素化对

ESCRT的调控，并对下一步的研究进行了展望．
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MVB途径的作用蛋白很保守，在古细菌、线
虫、拟南芥、果蝇、酵母、小鼠、人类等中都存

在，种类也很多，在酵母中主要包括 20多种 E类
Vps蛋白[3-6, 13-24]．同源蛋白首次出现时用酵母蛋白 /
人类蛋白来表示，比如 Vps27/HRS (hepatocyte
growth factor-regulated tyrosine kinase substrate)表示
酵母中为 Vps27，人类中为 HRS，然后主要用酵母
蛋白来代表，人类蛋白的英文缩写用大写字母表

示．Vps蛋白存在于细胞质中，通过蛋白质 -脂类

和蛋白质 - 蛋白质相互作用招募(recruit)到内吞体
膜上，依次组装成 ESCRT 0、玉、域、芋复合物
(成员及组装机制见下文)，按顺序并协同作用，结
合、簇集(cluster)泛素化货物蛋白，驱动多囊体形
成，分拣货物蛋白，最后招募 ATP 酶 (ATPase)
Vps4/VPS4通过水解ATP提供能量来解离 ESCRT芋.
ESCRT芋、 Vta1 (vps twenty associated 1) / LIP5
(LYST-interactacting protein 5)、 Did2 (Doa4-
independent degradation 2，又称为 Vps46) /CHMP1

Fig. 1 MVB pathway and related processes
图 1 多囊体途径及相关过程

多囊体途径能分拣来源于细胞膜(A、B、C、D)及高尔基体(G、D)两个途径的蛋白质及脂类货物．A：细胞膜内陷形成早期内吞体；B：细胞
膜受体等的泛素化，三角星表示泛素分子；C：早期内吞体成熟为晚期内吞体，并在泛素化蛋白、ESCRT、Vps4等的作用下向腔内出芽形

成多囊体，泛素化蛋白被分拣进入腔内囊泡并去除泛素修饰；D：多囊体和溶酶体或液泡融合，释放腔内囊泡及货物蛋白并进行降解；E、
F：某些细胞膜受体不被泛素化，经循环内吞体途径回到细胞膜；G、D：来自高尔基体新合成的蛋白酶经多囊体分拣途径进入溶酶体或液
泡内，有些膜蛋白运输到细胞膜上(L)；H：多囊体膜与细胞膜融合，向胞外释放腔内囊泡，成为外体；I：细胞膜向胞外出芽形成非内吞体
来源的囊泡，没有溶酶体相关膜蛋白 LAMP1 (lysosomal-associated membrane protein 1)等晚期内吞体标志，是细胞固有的自出芽；J：病毒出
芽过程；K：胞质分裂后期的中间体分离过程，使子代细胞完全分开． I、J、K都需要MVB途径的功能蛋白，比如 ESCRT和 Vps4．

1 多囊体的生理功能及作用蛋白

MVB 是由晚期内吞体的限制膜 (limiting
membrane)内陷出芽(budding)而形成的富含 ILVs的
亚细胞结构(图 1)，汇集了来自于细胞膜和高尔基
体的“物流”，是真核生物蛋白质及膜的运输与分

拣中心[3-6]．有些膜蛋白循环回到细胞膜上，如转

铁蛋白受体(transferrin receptor，TfR)．有些进入
ILVs，如表皮生长因子受体(epidermal growth factor
receptor，EGFR)，伴随 MVB 与溶酶体或液泡的
融合而释放出来被降解．有些不被降解，而是定

位到溶酶体或液泡中，如酵母的羧肽酶 S
(carboxypeptidase S，CPS)．目前研究最多的是酵
母和人类的MVB，也是本文讨论的重点．
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(CHarged mltivesicular body protein 1)、 Vps60/
CHMP5、Ist1 (increased sodium tolerance 1)/IST1都
能调控 Vps4的多聚化及功能．Vps4或 ESCRT亚
基的基因敲除或功能失活都能彻底阻断 MVB 途
径，不产生正常的 ILVs，货物蛋白和膜脂源源不
断地运输而来却不能被分拣及离开，而是和

ESCRT一起积累在内吞体上，导致内吞体膨胀变
形，称为 E 室 (class E compartment )，说明 Vps4
和 ESCRT的作用是至关重要的，也是本文内容的
重点．

MVB途径的正常进行需要完整的泛素化和去
泛素化过程 [3-6, 24-30]．Rsp5 (reverse spt phenotype 5)/
NEDD4 (neuronal precursor cell-expressed
developmentally down-regulated 4)是泛素连接酶
(ubiquitin ligase)．Doa4 (degradation of alpha 4)是去
泛素化 (deubiquitination， DUB)酶，能被 Bro1
(BCK1 -like resistance to osmotic shock 1)激活．人
类相应的去泛素化酶为 AMSH(associated molecule
of SH3 domain of STAM) 和 UBPY (ubiquitin
isopeptidase Y)，含有 Bro1 结构域的为 ALIX
(ALG-2-interacting protein X)等．多数蛋白质都需
要泛素化以进入MVB途径，有的蛋白质似乎不需
要，但还不能完全排除与泛素化酶的作用．泛素化

蛋白还能主动促进 ESCRT玉和域的内吞体膜定位，
ESCRT 0和玉也能被泛素化，去除货物蛋白的泛
素化能特异性地阻止 ILVs的形成和蛋白质分拣，
说明二者是偶联的过程．这些发现表明泛素化及去

泛素化对MVB途径具有重要的调控作用，也在本
文中进行讨论．

MVB途径与病毒出芽、胞质分裂等有密切关
系．许多哺乳动物病毒，如 HIV-1 (human immuno-
deficiency virus 1)和 HBV (hepatitis B virus)，能利
用MVB途径的蛋白质来出芽外泌[12] (图 1). 宿主自
身也能调控MVB途径来阻断病毒的出芽释放，是
对抗病毒的防御策略[31]．这些发现为抗病毒药物的

研发提供了新的靶向途径．细胞不仅在内吞体上出

芽，还能在细胞膜上向胞外出芽形成非内吞体来源

的囊泡[32](图 1)，没有晚期内吞体标志，如溶酶体
相关膜蛋白 LAMP1 (lysosomal-associated membrane
protein 1)，是细胞固有的出芽机制．在胞质分裂
中，MVB途径的蛋白质也被招募到连接两个子代
细胞的中间体(midbody)上发挥作用[7](图 1)．这些
过程都拥有类似的 MVB作用蛋白，特别是最后阶

段的膜脱落(membrane abscission)，都需要 Vps4和
ESCRT芋来负责囊泡芽颈(bud neck)或中间体的剪
切过程，是最小的膜重组机器(minimal membrane
remodeling machinery)[3-7, 12, 32]．细胞还能运输 MVB
到细胞膜上，与膜融合后释放 ILVs到细胞外，称
为外体(exosome) [13](图 1)．上文提到，MVB 途径
还在多种生理及病理进程中发挥作用，与癌症、神

经退行性疾病、艾滋病、乙型肝炎以及真核生物的

生长发育等都有密切关系．因此，MVB途径的研
究不仅能深入了解蛋白质分拣及膜运输的机理，对

相关的分子机制研究也具有重要意义，还可能应用

到上述重大疾病的防治中．

2 ESCRT蛋白质复合物
2援1 ESCRT 0：簇集货物蛋白

ESCRT 0由 Vps27/HRS 和 Hse1(has symptoms
of class E mutants 1)/STAM (signal transducing
adapter molecule)形成 [3-5, 20, 33] (图 2)．人类中存在
STAM1 和 STAM2 两个亚型(isoform)，HRS 又称
为 VPS27或 HGS (hepatocyte growth factor-regulated
tyrosine kinase substrate)．ESCRT 0的核心(core)是
由 2个蛋白质相互交织形成的 GAT(GGA and Tom1)
结构域，呈“杠铃”状．Vps27通过 FYVE(Fab1，
YGL023，Vps27 and EEA1)与内吞体膜的磷脂酰肌
醇三磷酸 (phosphatidylinositol -3-phosphate，PI3P)
结合，介导它的膜定位，通过 C端的富含脯氨酸
(proline-rich，PR) 区域可与 ESCRT I 亚基 Vps23
的 UEV (ubiquitin conjugating enzyme E2 variant)结
构域结合，C端有包涵素结合基序(clathrin-binding
motif，CB)，通过 VHS (Vps27，Hrs and STAM)及
2个泛素作用基序(ubiquitin-interacting motif，UIM)
与泛素或泛素化蛋白结合，是泛素结合结构域

UBD (ubiquitin binding domain)．HRS 含有 1 个
UIM，但两个侧面(double sided)都能结合泛素，相
当于 2个 UIM．Hse1/STAM也含有 VHS和 UIM，
能结合泛素，还有 SH3 (Src homology 3)，能结合
去泛素化酶，如 AMSH和 UBPY，通过 PY能结合
泛素连接酶，如 Rsp5，能协调泛素化及去泛素化
过程，但没有 FYVE，通过 Vps27/HRS 的作用而
定位到内吞 体膜上 ． 与 Hse1/STAM 相 比，

Vps27/HRS的作用更重要，基因突变能导致更严重
的功能缺陷．
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Vps27和 Hse1形成 ESCRT 0来协同簇集货物
蛋白[3-5, 16, 20, 33-41]． a．Vps27是介导 ESCRT膜定位的
最上游因子，招募包涵素并一起形成微域

(microdomain)，簇集 ESCRT 0及泛素化蛋白，决
定了后者进入 MVB 途径的命运．比如，野生型
TfR不进入微域而被循环，与泛素融合表达的 TfR
则进入微域并被降解，泛素化促进上皮细胞 Na离
子通道 EnaC(epithelial Na+ channel)与 HRS 的结合
及 MVB 介导的降解，去除 HRS 的 UIM 则抑制
EnaC的降解并促进细胞膜循环途径．细胞新合成
的溶酶体或液泡的蛋白酶处于无活性的前体状态，

需要经MVB途径转运到溶酶体或液泡内进行蛋白
质剪切，以最终形成具有酶活性的成熟形式并正确

定位．b．泛素化蛋白与 ESCRT 0在膜上的簇集具
有协同作用．与泛素化蛋白的结合能促进 ESCRT 0
的簇集，但泛素化蛋白只有通过泛素与 UBD的结
合才能簇集．其他 ESCRT没有或只有很弱的簇集
能力，说明 ESCRT 0 是簇集货物蛋白的主要因
子．ESCRT 0的突变抑制其与 ESCRT玉的结合后
则丧失在囊泡芽颈的定位能力，说明它还需要下游

ESCRT的稳定作用．c．Vps27与 Hse1相互作用
来协调货物蛋白的泛素化、簇集及去泛素化过程．

ESCRT 0含有 6个功能性 UBD，在膜上能形成异
四聚体(UBD达 12个)，UBD 在 ESCRT 0 中对泛
素的亲和力(affinity)也比游离时明显提高，说明存
在协同作用．ESCRT 0能结合泛素连接酶及去泛
素化酶，协调泛素化及去泛素化过程，但具体机制

还不清楚．

ESCRT 0 在溶液中的构象具有高度的柔性
(flexibility)，能够适应大小和泛素化水平都不同的
大量的货物蛋白．通过测定 ESCRT 0的水动力学
半径(hydrodynamic radius，RH)及蒙特卡罗(Monte
Carlo)分子模拟研究[20, 33]，发现 ESCRT 0在溶液中
呈现高度开放的(open)、动态的(dynamic)构象，结
构域之间只有很弱的不稳定的相互作用，在所有

ESCRT中柔性是最高的，能够适应多种多样的货
物蛋白．Vps27与膜磷脂及泛素化蛋白的作用使它
更接近膜表面．Hse1则相对远离膜，UIM结合泛
素化蛋白后在空间上接近 SH3，拉近了与去泛素化
酶的距离，促进去泛素化过程．

2援2 ESCRT玉鄄域：驱动 MVB 形成、分拣货物
蛋白

ESCRT玉和域在膜上共同组装，形成比较稳
定的复合物 ESCRT玉-域，作为整体来结合泛素化

蛋白并促进MVB囊泡的形成，因此我们把二者放
在一起介绍．

ESCRT 玉 由 Vps23/VPS23、 Vps28/VPS28、
Vps37/VPS37、Mvb12/MVB12按 1∶1∶1∶1的比
例形成，核心结构比较稳定，包括 Mvb12、
Vps23、Vps37 的 3 股长 琢 螺旋形成的“杆”
(stalk)状结构和 Vps23、Vps28、Vps37 形成的
“头”(head)状结构[3-5, 21-22, 42-44](图 2)．Vps23的 UEV
和 Vps28的 C 端结构域(C terminal domain，CTD)
分别通过柔性区与核心结构的两头连接．酵母和人

的 UEV能分别与 ESCRT 0亚基 Vps27/HRS的 PR
区的基序 PSDP或 PSAP结合，显示了这个作用的
高度保守性，还能结合泛素，2 个位点不重合；
CTD能结合 ESCRT域的 Vps36．VPS23又称为肿
瘤易感基因 101 (tumor susceptibility gene 101，
TSG101)，在癌症的发生发展中起重要作用，通过
UEV与逆转录病毒的晚期结构域(late domain)基序
PTAP结合，是病毒“劫持”MVB 途径的重要一
环．Vps37 的 N 端含有碱性 琢 螺旋 (N terminal
basic helix，NTBH)，能结合酸性的膜脂，通过柔
性区与核心结构连接．VPS37存在 A、B、C、D 4
种亚型，MVB12也有 A、B 2种亚型，功能也有
不同，说明人类的MVB途径更复杂．

ESCRT 域 由 Vps22/VPS22、 Vps36/VPS36、
Vps25/VPS25 按 1∶1∶2 比例形成 Y 状的核心结
构 [3-5, 22, 45-47] (图 2)．VPS22 又称为 EAP30 (ELL-
associated protein of 30 ku)或 SNF8 (sucrose non-
fermenting 8)，VPS25又称为 EAP20，VPS36又称
为 EAP45．Vps22和 Vps36形成“主干”，N端都
远离核心结构，前者有 NTBH，后者有 GLUE
(GRAM-like ubiquitin binding in EAP45)结构域．
Vps25形成 2个“分叉”，远离核心结构的 C端含
有WH(winged helix)，能结合 ESCRT芋的 Vps20．
酵母的 GLUE 能结合磷脂，含有 2 个锌指序列
(Npl4-type zinc finger，NZF)，NZF1 能结合 Vps28
的 CTD，NZF2 能结合泛素．人的 GLUE 没有
NZF，但也能结合磷脂和泛素，还通过 GLUE的一
个 琢螺旋与 VPS28的 CTD结合．

ESCRT玉、域通过 Vps28与 Vps36 的相互作
用形成 ESCRT玉-域复合物，协同诱导 MVB囊泡
的形成并驱动蛋白质分拣过程．体外实验发现[16]，

ESCRT玉、域都存在时能使脂质体(liposome)产生
大量的 ILVs，单独存在时则不能，ESCRT 0、芋
的影响很小．ESCRT玉-域只含有 3个 UBD，对泛
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素化蛋白的簇集能力很低，但能与 ESCRT 0 的
UBD协同作用来运输与分拣泛素化蛋白，并受泛
素化的调控[24, 30, 38-41]．相对于未结合的蛋白质，与

ESCRT 0结合的泛素化蛋白的运动性受到明显限
制，能被 ESCRT玉和域进一步限制并隔离到囊泡
中，在 ESCRT芋的作用下与细胞质完全隔离．
ESCRT玉和域定位在囊泡芽颈处，显著降低了泛
素化蛋白的运动性，说明二者能稳定芽颈的结构．

这些 ESCRT含有高度柔性的区域，难以通过
X射线晶体学、核磁共振(nuclear magnetic resonance,
NMR) 或 低 温 电 镜 (Cryo-electron microscopy，
Cryo-EM)来研究．最新的进展 [21-22]，采用 X 射线
小角散射 (small-angle X-ray scattering，SAXS)、
荧光共振能量转移 (fluorescence resonance energy
transfer， FRET)、电子 - 电子双共振 (double
electron-electron resonance，DEER)、电子顺磁共振
(electron paramagnetic resonance，EPR)等方法，对
ESCRT玉和域的溶液构象及动态变化进行了探
索．研究发现，ESCRT玉处于伸展状态，UEV和
CTD既能靠近核心结构呈现闭合(closed)构象，也
能远离核心结构呈现高度伸展的开放构象，二者处

于平衡状态．ESCRT玉与域结合后，闭合构象减
少，开放构象增多，CTD与 ESCRT玉核心的距离
也加大了．ESCRT域仍然保持球状，GLUE与核心
结构的连接具有高度柔性，不受 ESCRT玉的影
响．ESCRT玉-域最长可达 381魡，呈线性的头尾相
连的开放构象；最短为 208魡，二者相向靠在一起
呈闭合构象；绝大多数构象呈现不同程度弯曲的

“月牙状”(crescent-shaped)，是诱导膜变形、出芽
蛋白的特征性形态；二者协同作用的构象变化能沿

着膜牵引泛素化蛋白跨过 300魡以上的距离，有效
驱动货物蛋白进入 MVB 囊泡，而 ESCRT玉或域
都不能产生如此巨大的构象变化．

2援3 ESCRT芋：驱动MVB囊泡的膜脱落
ESCRT芋的亚基很多[3-7, 13-19, 47-55]，在酵母中主

要由 Vps2、Vps20、Vps24、Snf7 (又称为 Vps32)
组成(图 2)，可形成 Vps20-Snf7 和 Vps2-Vps24 两
个亚复合物，还包括 Did2、Vps60和 Ist1．人类中
对应 的 同源 蛋 白 依 次是 CHMP2A ( 或 2B)、
CHMP6、 CHMP3、 CHMP4A ( 或 4B、 4C)、
CHMP1A(或 1B)、CHMP5、 IST1，还有 CHMP7
(在酵母中未见同源蛋白)．这些蛋白质虽然序列不
完全相同，但折叠方式及三维结构非常类似．它们

在 N端为碱性的核心区，由 4个 琢螺旋(琢1～琢4)

形成束状结构(four helix bundle)，负责膜结合及多
聚化． 中间为柔性区．C 端为酸性的自抑制
(autoinhibition)区，包括小 琢螺旋(琢5)及 MIM基序
(MIT interacting motif)，能与核心结构结合而抑制
多聚化，使它们处于无活性的单体状态，MIM能
与 Vps4 等含有 MIT (microtubule interacting and
transport)结构域的蛋白质结合．
最近的研究，特别是体内及体外重建实验发

现， ESCRT芋的组装主要是按照 Vps20-Snf7-
Vps24-Vps2 的顺序依次进行的 [3-5, 14-17, 47-55](图 2)．
a．Vps20的激活．在 MVB途径中，由 ESCRT域
的 Vps25 激活 Vps20，启动 ESCRT芋的组装．
Vps25只与 Vps20结合，使自抑制序列脱离核心区
而激活 Vps20，使其定位在囊泡芽颈处，但不能剪
切芽颈，而是招募 Snf7来发挥作用．Vps20的 N
端含有豆蔻酰化(myristoyl)基团以及碱性区，能与
膜结合．ESCRT域和 Vps20在溶液中的亲和力很
弱，分别与脂质体结合后则有显著的提高，并使

Vps20发生整体的构象变化．二者与脂质体的亲和
力也都比较弱，但共同存在时则明显提高，与膜的

弯曲度 (curvature)呈正相关，并从散布状态转化为
聚集状态．Vps25与 Vps20的结合也能促进及稳定
ESCRT玉和域在囊泡芽颈的定位，说明 ESCRT之
间及与膜的结合都存在协同作用．b．Snf7的多聚
化．在活化的 Vps20存在时，高浓度的 Snf7能诱
导脂质体 ILVs的产生．在较低的生理浓度条件下，
在包括脂质体、ESCRT 0、玉、域和 Vps20 的体
系玉中加入 Snf7也能产生大量的 ILVs．在极低浓
度时检测不到 Snf7的多聚化，加入脂质体则能检
测到，再加入 Vps20则更明显，突变 Vps20使其
不能结合 Snf7 则能抑制 Snf7 的多聚化．Snf7 在
Vps20存在时才能稳定地结合脂质体，二者的结合
不受脂质体的影响但构象都发生了变化，加入

Vps25 后构象变化更大，Snf7 与膜也更紧密的接
触．过表达的 Snf7定位在内吞体及质膜上，形成
纤维丝及环型(ring)结构．去除自抑制区或与 Vps4
的失活突变体共表达，能形成更紧密的环状结构，

并向细胞外突出，呈芽状和管状结构．Snf7与脂
质体结合后，加入 ESCRT域和 Vps20，也能在脂
双层处形成丝状结构． c．Vps24调控 Snf7的多聚
化．在酵母中，敲除 Vps24导致 Snf7不受限制的
多聚化．在含有 Snf7、脂质体、Vps20、Vps24的
体外反应体系中，Vps24的加入阻止了 Snf7的多
聚化，还能抑制与 Vps20 结合的 Snf7的多聚化，
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可能是通过直接结合或在丝状结构上加帽子

(capping)的方式来实现的，具体机制还需要研究．
在按顺序添加 ESCRT芋的全部 4个亚基(Vps20处
于激活状态 )及 Vps4 的脂质体反应体系域中，
Vps20、Snf7和 Vps24的协同作用使脂质体产生大
量 ILVs，缺少 Vps20则 ILVs大幅减少，缺少 Snf7
则几乎不能形成 ILVs，缺少 Vps24则 ILVs也减少
但不如前二者严重．在含有 Snf7的体系玉中，加
入 Vps24也能够促进 ILVs的形成，使几乎所有的
ILVs 都解离下来．d．Vps2 招募 Vps4 来解离
ESCRT芋以循环利用．Vps24能结合并招募 Vps2，
后者负责招募 Vps4，但只有在 ESCRT芋 4个亚基
都存在时，Vps4 才能招募到脂质体膜上，说明
Vps4在 ESCRT芋组装完成后才发挥作用，而且其
他蛋白质也能影响 Vps4 的招募途径．在上述体
系域中，ATP和 GFP在 Vps4之后添加则只有部分
ILVs含有 GFP．当有 ATP和 GFP但缺少 Vps4时，
以及有 Vps4和 GFP但缺少 ATP时，都观察不到
含有 GFP的 ILVs，说明 Vps4及 ATP参与 ILVs的
再次形成过程．虽然 Vps2不能诱导 ILVs的形成，
但缺少 Vps2能抑制 ILVs的再次形成．有实验发
现，ESCRT芋的 4个亚基全部与脂质体膜结合后，
才能导致脂质体膜的内陷出芽，任何一个亚基都不

能，而且突变 Snf7抑制多聚化后也不能，说明这
些蛋白质需要协同作用来发挥功能．

这些研究表明，Vps20、Snf7、Vps24 是囊泡
膜脱落的关键因子．Vps25激活 Vps20，使 Vps20
及下游蛋白依次聚集到具有很大弯曲度的囊泡芽颈

处．Vps20激活 Snf7的多聚化，是芽颈收缩及断
裂的主要动力．Snf7激活 Vps24，防止 Snf7的过
度多聚化并提高芽颈剪切的效率．Vps24 激活
Vps2，后者能招募 Vps4来解离 ESCRT芋．这些蛋
白质之间及与内吞体膜的结合都存在协同作用，促

进了 ESCRT芋的多聚化组装和 ILVs的形成过程．
这也解释了为什么 Vps4 也能使上游 ESCRT从膜
上解离下来，因为 ESCRT芋的解离能够依次影响
上游 ESCRT 与膜结合的稳定性，产生多米诺
(domino)效应，从而能高效地循环利用 ESCRT来
保证 MVB 途径的持续进行．值得注意的是，高
浓度 (10～40 倍于生理浓度)激活的 ESCRT芋能
够多聚化组装并驱动 ILVs 的形成，不需要其他
ESCRT，还能形成丝状、环状及管状多种结构，
说明 ESCRT芋的多聚化也能调控膜动力学，与
ESCRT玉-域类似．

除了 Snf7，其他蛋白质也能多聚化．最近发
现[51-54]，Vps24在体外能自发地多聚化并形成丝状
结构，抑制多聚化的突变也能抑制蛋白质分拣过

程；去除自抑制区的 Vps2/CHMP2A 和 Vps24/
CHMP3 在体外能组装成螺旋管状结构；过表达
CHMP2B能形成长的螺旋管状结构，向细胞外突
起并与质膜内壁有很强的结合，Snf7/CHMP4则定
位到管状结构的基部．目前还不清楚这些结构是否

存在于 MVB 途径、病毒出芽、胞质分裂等过程
中，也不清楚它们是如何发挥作用的．

ALIX 也能激活 ESCRT芋的组装，正调控
ESCRT芋的功能 [7, 26-28]．ALIX 是多功能的支架
(scaffold)蛋白，在细胞内吞、病毒出芽、胞质分裂
中都起作用．ALIX 本身也存在自抑制，能结合
TSG101，也能通过 Bro1结构域结合 CHMP4，绕
开 ESCRT域而直接激活 ESCRT芋．ALIX 能介导
特定的 MVB 途径，比如最新发现的凝血酶
(thrombin) G蛋白偶联受体 PAR1(protease-activated
receptor 1)的 MVB分拣及降解过程，但对其他大
量常见的MVB途径的货物蛋白没有什么影响．活化
的 Alix 形成二聚体，作为支架蛋白偶联 CHMP4
丝状结构在一起，似乎能调控及稳定 CHMP4的多
聚化．目前不知道是什么蛋白质或生理机制来激活

Alix，也不清楚它如何激活 ESCRT芋．
最近发现，ESCRT芋的组装及功能也能被负调

控 [56-57]．CC2D1A 和 B (coiled-coil and C2-domain-
containing protein 1 A and B) 含 有 4 个 DM14
(Drosophila melanogaster 14 domains)结构域，第 3
个 DM14与 CHMP4B结合，抑制后者的多聚化．
CHMP4B上的结合位点为 琢1和 琢2形成发夹结构
(hairpin)的开口端，琢2 的 C 端能结合 CHMP2A，
琢1 的 N 端为 Vps25 在 Vps20 结合位点的相应区
域．CC2D1不能结合 CHMP4B形成的纤维丝，说
明结合位点被屏蔽了．Alix和 Vps4等与 CHMP4B
的 C端结合，但不抑制它的多聚化．CC2D1还能
结合 CHMP4A和 4C, 也可能结合 IST1和 CHMP3,
说明具有一定的普遍性，可能在MVB途径、胞质
分裂和病毒出芽中都起作用．最近发现，CC2D1A
或第 3个 DM14的过表达都能抑制 HIV-1的出芽，
也能抑制 Alix通过 CHMP4对病毒出芽的促进作
用，RNA干扰则促进 HIV-1的出芽．ESCRT芋负
调控的生理意义是什么？能否调控其他亚基或类似

蛋白质？能否调控MVB途径及胞质分裂？这些都
是值得研究的．
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ESCRT芋的亚基有多种亚型，作用也有差
异．比如，CHMP4B在MVB途径、病毒出芽、胞
质分裂中都发挥重要作用，CHMP4A和 4C作用很
小．但是，最近发现，CHMP4C在胞质分裂中参
与极光激酶 B (aurora B)依赖的 NoCut解离检查点
(NoCut abscission checkpoint)机制 [58]，基因敲除能

促进胞质分裂，NoCut 不能被激活并导致组蛋白
H2AX的磷酸化水平升高，说明 NoCut调控失效．
过表达则能延迟胞质分裂过程．Borealin的 C端负
责招募与染色体过客复合物(chromosomal pasenger
complex，CPC)相互作用的蛋白质，能结合多个
CHMP 蛋白，但与 CHMP4C 的作用最强 ．
CHMP4C 的蛋白质序列中有一个插入序列，
CHMP4A 和 4B都没有，含有极光激酶 B 的高保
守的磷酸化位点，能被它磷酸化并介导 CHMP4C
的中间体定位．这些发现表明，极光激酶 B 对
CHMP4C的磷酸化能防止胞质分裂过快进行，避
免染色体及 DNA损伤，是细胞重要的保护机制．
CHMP4C的磷酸化是否抑制它的多聚化？是否抑
制与其他 ESCRT芋或类似蛋白质的相互作用？磷
酸化是否能调控MVB途径或病毒出芽过程？这些
问题还需要深入研究．

3 Vps4在多囊体途径中的作用
3援1 Vps4的结构、活性及相互作用

Vps4 是 AAA (ATPases associated with diverse
cellular activities) ATP 酶家族的成员，是 MVB 途
径中唯一的 ATP 酶[3-7, 14-19, 49-53, 59-60]，通过水解 ATP
提供能量来解离 ESCRT复合物以循环利用．Vps4
具有高度保守的蛋白质序列、结构域和空间结构，

在MVB途径、胞质分裂、病毒出芽中都发挥重要
作用．Vps4 的 N 端为 MIT 结构域，能与含有
MIM的蛋白质结合；中间为 AAA结构域，包括一
大一小两个亚结构域，二者之间能结合 ATP；小
AAA 亚结构域还含有 Vps4特有的小 茁片层，称
为 茁结构域，能与 Vta1 C端的 VSL(Vta1、SBP1、
LIP5)结构域结合；C端为保守的小 琢螺旋(C helix)
(图 2)．作者参与了酵母 Vps4晶体结构的解析[61]，

结合人类 Vps4等其他多方面研究发现：Vps4结合
ATP后最可能形成双层环状(double ring)的尾对尾
式 (tail-to-tail)的 12 聚体，每层为一个 6 元
(hexamer)环，并含有一个中间的孔道；茁结构域从
侧面伸出来与 Vta1结合，稳定 12聚体结构；MIT
分别在双层环的上面和下面，可以与 MIM结合；

C helix向环内伸展，上、下层相邻亚基的 C helix
形成二聚体来连接并稳定双层环．ATP的结合能
驱动蛋白质浓度依赖的 Vps4的多聚化，从酶活性
很低的单体、二体逐步组装成高活性的 12聚体结
构．Vta1能促进 Vps4的多聚化，激活 ATP 酶活
性，是 Vps4的组装因子．MIT与 ESCRT芋的结合
也能激活 Vps4的酶活性，类似于底物对酶的激活
作用． Ist1 能结合 Vps4 并抑制它的多聚化，是
Vps4的抑制因子．

MIT-MIM 介导 Vps4 与 ESCRT芋的相互作
用 [3-7, 14-19, 49-50, 60]．MIM基序存在 MIM1和 MIM2 两
类．MIT由非对称的 3个 琢螺旋形成，MIM1结合
在 2和 3 号螺旋之间的沟槽内，呈 琢 螺旋构象；
MIM2结合在 1和 3号螺旋之间的沟槽，呈伸展构
象(extended conformation)，二者不干扰，说明 1个
MIT可以同时结合 2个 MIM．ESCRT芋亚基及类
似蛋白质都含有 MIM 基序，Vps20 和 Snf7 含有
MIM2，Vps2、Vps24和 Did2含有 MIM1，Ist1和
CHMP7含有 MIM1和 MIM2．理论上这些蛋白质
都能与 Vps4结合，存在协同或竞争关系，形成复
杂的作用网络．但它们与MIT的亲和力都比较弱，
解离常数 kd在 滋mol/L级别，难以分辨哪个是最重
要的相互作用．

Vps4受到组装因子 Vta1和抑制因子 Ist1的双
重调控[3-5, 18-19, 49, 60-62]．作者对 Vta1晶体结构及相互
作用的研究发现[62]，Vta1 C端的 VSL形成二聚体，
能结合 2 个 Vps4 的 茁 结构域．Vta1 的 N 端有 2
个MIT，1个MIT与 Did2结合来介导 Vta1的膜定
位，也能结合 Vps60，似乎能拮抗 Did2的作用．
Ist1通过 N端与 Vps4的 AAA结合，通过 C端的
2个MIM与 Vps4的MIT结合，与 Vps4形成异二
聚体来抑制 Vps4的多聚化． Ist1的 N端与 Did2结
合并在细胞质中形成稳定的复合物，能介导和增强

Did2与 Vps4的相互作用．
3援2 Vps4的膜定位、多聚化及作用机制

Vps4不直接参与多囊体形成和蛋白质分拣过
程，而是通过解离 ESCRT 复合物的间接方式参
与，最近的体外重建实验也证明了这一点 [14-19]．

ESCRT的循环利用能保证 MVB途径经济、高效、
持续地运行，显著增强了对信号转导等进行及时调

控的响应能力．由于 ESCRT 0、玉、域、芋相互
之间及与内吞体膜的协同作用，Vps4对 ESCRT芋
的解离作用也能使上游 ESCRT解离下来．Vps4的
作用与其他 AAA ATP 酶类似，比如 NSF(NEM-
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sensitive fusion)通过水解 ATP使多聚体的构象发生
变化，从而驱动 SNAP (soluble NSF attachment
protein)-SNARE(SNAP REceptor)复合物的解离[63]．

但是，除了结合 ESCRT芋 外，Vps4 还能结合
Vta1和 Ist1，虽然只有一个 AAA 却能形成 12 聚
体，说明 Vps4 的作用机制要复杂的多．目前认
为，Vps4的膜定位、多聚化组装及解离 ESCRT复
合物的过程是非常复杂的，需要 ESCRT芋的亚基
及 Did2、Vta1、Ist1等的协同作用．

Vps4的膜定位需要这些蛋白质的协同作用[14-19,60].
虽然 Vps2能招募 Vps4，但 ESCRT芋的其他成员
也含有MIM，也可能参与 Vps4的招募途径．最近
发现[18]，这些蛋白质的 MIM1 之间、MIM2 之间、
MIM1 和 MIM2 之间都存在协同作用，共同引导
Vps4的膜定位．与单去除或单突变相比，同时去
除 Vps2 和 Vps24 的 MIM1 或共同突变 Vps20 和
Snf7 的 MIM2 都能增强对 Vps4 膜定位的抑制作
用，前者的抑制作用更强，这也与 Vps2的重要作
用相一致．类似的，综合应用 MIM1 的缺失和
MIM2的突变也能协同抑制 Vps4的膜定位，说明
MIT的两个 MIM结合位点都是具有功能的．Did2
和 Ist1也能协同作用来招募 Vps4，二者的膜定位
依赖于 Vps2 和 Vps24．除了介导 Vps4 的招募途
径，这些 MIM在蛋白质分拣及 ESCRT复合物的
解离过程中也发挥协同作用，但任何一个单独的

MIT-MIM的作用都不是关键性的(essential)，说明
它们具有相互作用及功能上的冗余性(redundancy).
除了基因敲除，Vps4的显性失活突变体(dominant
inhibitory mutant) E233Q 的过表达也能阻断 MVB
途径，产生 E 室，使货物和 ESCRT 都积累在 E
室．Vps4-E233Q能结合但不能水解 ATP，不抑制
多聚化，能参与内源 Vps4的多聚化而发挥显性失
活作用，去除 MIT也不抑制它的多聚化．有趣的
是，在敲除 Vps4的酵母中表达用 GFP 替换 MIT
的显性失活突变体 GFP-Vps4-E233Q，也定位到 E
室，但被 Vta1或 Did2的基因敲除所抑制，再表达
Vps4-E233Q 则又部分恢复它的 E 室定位，说明
Did2-Vta1或 Vps4-Vps4的相互作用也能引导 Vps4
的膜定位，MIM的作用虽然重要但并不是绝对必
需的．

Vps4多聚体的组装也需要这些蛋白质的协同
作用[14-19, 59-60]．在 ATP存在时，纯化的 Vps4在体外
能形成多聚体，但似乎处于多种多聚体的动态平衡

中，难以用常规方法比如超速离心来明确鉴定．目

前虽然解析了不少单体蛋白的晶体结构，但在全长

蛋白质的晶体结构中观察不到 MIT 的电子密度，
也没有获得高分辨率的 12聚体的晶体结构．这都
说明 Vps4具有高度的柔性，其多聚化是动态的过
程，需要其他因子的调控或稳定作用．在上述

GFP-Vps4-E233Q表达实验中[18]，通过亚细胞分级

分离 (subcellular fractionation)发现 Vps4-E233Q 存
在于膜组分中，但无论 Vps4-E233Q 存在与否，
GFP-Vps4-E233Q定位到 E室却总是存在于可溶性
组分中，说明 MIT的缺失能影响 Vps4多聚体的稳
定性，可能是因为缺乏 ESCRT芋作为底物的稳定
作用．去除MIT或突变MIT与 ESCRT芋及 Ist1的
作用位点都使 Vps4-E233Q(MIT*)丧失了显性失活作
用，但能通过全长 Vps4 的作用招募到 ESCRT芋
上，可能参与远离 ESCRT芋的上层 6元环．可能
与 NSF类似，上层 6元环只负责调控或结构方面
的功能，所以不受 E233Q的影响；靠近 ESCRT芋
的下层 6元环负责 ATP的水解和 ESCRT的解离，
能被 E233Q所抑制，因此两个环的功能可能有所
不同．Vta1与 Vps4的结合有可能促进 Vps4的双
层环之间或之内的结构稳定性． Ist1能抑制 Vps4
的多聚化，与 Vta1、Vps60、Vps2也有协同作用，
可能通过抑制 Vps4 的活性以防止过早地解离
ESCRT芋，也可能在 Vps4完成功能后促进或稳定
多聚体的解离． Ist1对 MVB途径、病毒出芽影响
较小，但在胞质分裂中发挥重要作用，Ist1或 Did2
的基因敲除都能阻止 Vps4招募到中间体上并阻止
中间体的分离，因此 Ist1可能在不同生理活动中对
Vps4的调控作用也不同．

Vta1、Ist1、ESCRT芋的亚基及类似蛋白质都能
与 Vps4结合，相互之间也存在复杂的作用，这都
大大增加了它们与 Vps4相互作用的复杂性[3-7,18-19,60,64].
也许这正是此作用网络的特色之处，通过大量的冗

余性、协同的相互作用保证 ESCRT芋能够有效地
招募 Vps4，并提供了多重调控机制以精确调控
Vps4的多聚化组装和 ATP酶活性，保证 Vps4及
时解离 ESCRT芋复合物，既不能过早也不能过晚，
以维持MVB途径的正常运行．

Vps4是如何解离 ESCRT芋复合物的？Vps4形
成多聚体后，中间有一个孔道，其氨基酸残基的突

变虽然不影响 Vps4的组装，但却能抑制 HIV的出
芽，因此推测，在水解 ATP提供的能量下 Vps4能
牵引 ESCRT芋的亚基通过中间孔道释放到细胞质
中[19]，但没有直接的证据表明这些蛋白质能进入这

112· ·



夏恒传, 等：多囊体生物发生和蛋白质分拣———ESCRT、Vps4、Ubiquitination一个都不能少2013; 40 (2)

个通道．有人认为，Vps4可利用水解 ATP产生的
能量使 ESCRT芋亚基的构象发生变化，直接从
ESCRT芋复合物上释放下来，但具体机制也不清
楚[18-19, 50]．由于发现 Vps4在膜脱落之前就已经定位
在中间体或病毒出芽的位置[7, 12]，推测 Vps4可能发
挥更主动的作用．目前有两种推测的模式[14, 17, 19, 49]：

一是认为 Vps4类似于绞盘，把 ESCRT芋的亚基一
个个拉出来，使 ESCRT芋形成的蛋白丝直径逐渐
减小，导致芽颈不断收缩，最终断裂；二是认为在

ESCRT芋的作用下，芽颈收缩达到临界状态，然
后 Vps4 与 ESCRT芋、Vta1、 Ist1、Did2 协同作
用，解离 ESCRT芋复合物，导致芽颈处的压力突
然释放，膜因而断裂．

4 泛素化蛋白分拣与多囊体生物发生

最近发现[24, 30]，泛素化的货物蛋白在 MVB途
径中不是被动地进行运输和分拣，还能主动调控

ESCRT玉和域的膜定位和功能，使蛋白质分拣与
多囊体的生物发生偶联起来，而且 ESCRT也能被
泛素化修饰，显示了泛素化在 MVB途径中的重要
作用．

泛素化蛋白能促进及稳定 ESCRT玉和域的内
吞体膜定位[24]．融合蛋白 Hse1-DUb含有 ESCRT 0
的亚基 Hse1和疱疹病毒 UL36的去泛素化酶的催
化结构域 DUb，能够在内吞体上去除所有货物蛋
白的泛素化，阻止它们的分拣及腔内囊泡的形成，

使 ESCRT玉和域不能定位到内吞体膜上，但对
ESCRT 0影响不大．ESCRT 0通过 FYVE 与内吞
体膜结合的比较牢固，但 ESCRT玉和域与膜的结
合比较弱，需要 ESCRT 0、芋和泛素化蛋白的稳
定作用．突变 Hse1-DUb使其丧失去泛素化活性或
改造货物蛋白使泛素不能被 DUb去除，都能使泛
素化蛋白的分拣及腔内囊泡的产生恢复正常，

ESCRT玉和域也重新定位到内吞体膜上．与 Vps4
或 ESCRT的系统性影响不同，Hse1-Dub的表达只
抑制泛素化蛋白的分拣及腔内囊泡的形成，不影响

液泡及内吞体的形态，不产生 E室，也不影响液
泡羧肽酶 Y(carboxypeptidase Y，CPY)的运输，不
影响 Vps4敲除细胞产生的 E室及 ESCRT的积累，
但使泛素化蛋白不能积累在 E室．这些发现说明，
泛素化蛋白与 ESCRT通过 Ub-UBD介导的相互作
用能够稳定 ESCRT玉和域与膜的结合，从而促进
MVB囊泡形成及蛋白质分拣，使二者成为紧密偶
联的过程．

抑制 K63 连接泛素链 (K63-linked ubiquitin
chain, K63-Ub)的合成也能抑制多囊体的生物发生[30].
除了单泛素化(monoubiquitination)，有些货物蛋白
也能被多聚泛素化(polyubiquitination)，泛素分子由
自身的 K63位点连接成链[65-66]，抑制 K63-Ub的合
成也能导致多囊体途径的缺陷．在酵母中，Rsp5
负责单泛素化和 K63-Ub 多聚泛素化，Ubp2
(ubiquitin-specific protease 2) 则 专 一 性 地 解 离
K63-Ub．以前发现，除了待分拣的货物蛋白，
ESCRT 复合物也能被单泛素化或多聚泛素化修
饰．研究发现[30]，K63-Ub在酵母及人类中都能修
饰某些货物蛋白，介导它们的 MVB途径，而且酵
母 ESCRT所有的 UBD都能进行泛素化和去泛素
化过程．Bro1能被单泛素化修饰，Hse1、Vps27、
Vps23、 Vps36 则被多聚泛素化修饰 ．Hse1、
Vps27、 Vps36、 Bro1 的泛素化依赖于 Rsp5，
Hse1、Vps23、Vps36的去泛素化依赖于 Ubp2．抑
制 K63-Ub的合成，多囊体数目明显减少，体积也
明显变小，早期内吞体明显增多，说明抑制了内吞

体的成熟及多囊体形成过程．敲除 Ubp2的基因，
多囊体形态保持正常，但数目远多于表达 Ubp2的
细胞，说明抑制 K63-Ub的去泛素化能促进多囊体
的形成．K63-Ub介导的蛋白质与 UBD 的亲和力
明显高于单泛素化，推测 ESCRT的 K63-Ub修饰
也许能促进 K63-Ub修饰的货物蛋白从与 UBD的
结合中释放出来，通过调控 ESCRT的功能来影响
腔内囊泡的形成过程．

泛素连接酶、去泛素化酶和 ESCRT存在直接
或间接的相互作用[25, 30, 65-67]．在酵母中，Hse1能结
合 Rsp5、Ubp7、Ubp2．Bro1能结合并激活 Doa4，
介导它的膜定位，还能结合 Rsp5、Vps23、Snf7．
在人类中，ALIX 能结合并介导 NEDD4 的作用，
还能结合 TSG101和 CHMP4．STAM能结合并激
活 AMSH和 UBPY，前者对 K63-Ub具有专一性，
后者是广谱的去泛素化酶．CHMP1A、1B、3都能
与 AMSH、UBPY结合，UBPY还能结合 CHMP7，
AMSH 与 CHMP3 能形成稳定的复合物，介导
AMSH或 UBPY的膜定位．目前还不清楚 K63-Ub
对 ESCRT的定位及功能的影响，也缺乏对 ESCRT
的 UBD泛素化及去泛素化的系统性研究．虽然这
些蛋白质协同作用的分子机制还不清楚，在酵母和

人类中的作用也有许多差异，但都能通过直接或间

接的作用把泛素连接酶、去泛素化酶及 ESCRT联
系起来，保证货物蛋白被泛素化修饰以进入 MVB
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途径进行分拣，并在进入 MVB囊泡之前及时去掉
泛素分子，这显然对维持细胞内泛素的稳态具有重

要意义．

5 结论及展望

上述研究表明，多囊体的生物发生和蛋白质的

分拣是紧密偶联的过程，主要由泛素化蛋白、

ESCRT、Vps4的相继协同作用作为最重要的驱动
力量来完成．ESCRT 0、玉、域、芋在内吞体膜上
依次组装，类似于按顺序咬合的“齿轮”，与泛素

化蛋白和 Vps4协同作用来保障MVB途径的经济、
高效、持续的运行．

ESCRT 0与包涵素形成微域，通过高度柔性
的构象和多种 UBD 簇集各种泛素化蛋白，标定
ILVs出芽位置．ESCRT玉和域形成柔性的复合物，
构象变化能诱导 ILVs的出芽，促进 ILVs的形成并
牵引货物蛋白进入 ILVs．ESCRT域激活 ESCRT芋
的多聚化组装，能收缩和剪切芽颈，完成膜脱落过

程．ESCRT芋、Did2、Ist1、Vta1、Vps60 等的协
同作用能高效地招募 Vps4，促进 Vps4多聚化，激
活 ATP酶活性，使 Vps4在合适的地点(囊泡芽颈
处)和合适的时间(ESCRT芋组装完成后)发挥合适
的作用(解离 ESCRT芋)．这些 ESCRT 在亚基之
间、复合物之间、与其他蛋白质及与膜的结合都按

顺序进行，并能协同作用，在 Vps4解离 ESCRT芋
之后也使上游 ESCRT都解离下来，从而有效地循
环利用 ESCRT．ESCRT 0、玉、芋和 Bro1、Alix
等都能与泛素连接酶及去泛素化酶直接或间接地作

用，以协调泛素化和去泛素化过程．货物蛋白的泛

素化能稳定 ESCRT玉和域的膜定位，使蛋白质分
拣与囊泡形成偶联起来，保证货物蛋白的及时分

拣，在货物蛋白不存在时也避免产生空囊泡．

ESCRT也能被泛素化修饰，可能调控它的功能或
定位．

研究发现[5, 16]，ESCRT虽然在囊泡芽颈处发挥
作用，但不形成囊泡的衣壳，与包涵素和 COP玉
(coatomer protein玉 )、域的作用不同，也不进入
ILVs．这些 ESCRT能与膜发生多处相互作用，通
过核心结构相互分离，距离约为 15 nm，与芽颈大
小很接近．在它们的协同作用下，货物蛋白在膜上

的运动性也逐步降低到几乎完全丧失的程度．因

此，通过复合物的组装及协同作用，它们不仅能诱

导膜的变形及出芽，还可能稳定芽颈的结构来促进

囊泡的形成，似乎是芽颈形成的模板(template)．

目前，虽然对多囊体途径有了比较深入的认

识，但还有许多问题需要解决．特别突出的是，

ESCRT芋亚基及类似蛋白质之间及与 Vps4之间都
存在复杂的作用，前者受 ALIX、CC2D1、极光激
酶 B 等的调控，后者受 Vta1、Ist1、Did2等的调
控．目前研究多局限于少数蛋白质，下一步将需

要加强整体层面的系统研究，特别是包括更多蛋白

质的体内及体外重建实验，以准确揭示 ESCRT芋
和 Vps4 多聚体的组装机制、具体功能及调控机
理．另外，也需要研究泛素化及去泛素化与 MVB
途径的协同机制、ESCRT 泛素化的生理功能、
ESCRT 0、玉相互作用的构象变化、ESCRT 及
Vps4 在病毒出芽、胞质分裂中的作用及调控、
Vps4多聚体的三维结构等．
目前国内对 MVB的研究比较少，但也有一些

重要进展．比如研究发现，TBK1(TANK-binding
kinase 1)激酶能够磷酸化 ESCRT玉 的亚基

VPS37C，从而抑制病毒的出芽[68]，MVB途径在植
物膜蛋白的运输中也发挥重要作用[69]，肿瘤抑制基

因 CHMP1A 能抑制肾癌细胞的扩增 [70]，与 MVB
相关的自噬和外体与肿瘤发生发展的关系也有了进

展[71-72]．最近发现，昆虫 MVB途径与昆虫病毒的
感染及释放有关 [73]．家蚕是鳞翅目昆虫的模式生

物，能生产蚕丝，也能作为生物反应器，但常受到

家 蚕 核 型 多 角 体 病 毒 (bombyx mori nuclear
polyhedrosis virus，BmNPV)的感染而致很大损失．
我们发现家蚕基因组编码 MVB途径几乎所有的同
源蛋白，目前正开展研究以揭示MVB途径在家蚕
生长发育及在 BmNPV感染增殖中的作用，有可能
应用到 BmNPV的防治及家蚕良种的培育上．
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Biogenesis of Multivesicular Body and Protein Sorting: No One of ESCRT,
Vps4 and Ubiquitination Can Be Missed*

XIA Heng-Chuan, ZHANG Chun-Xia, FENG Fan, YUAN Yi, ZHOU Yang,
LIU Xiao-Yong, ZHU Ke-Ming, YAO Qin, CHEN Ke-Ping**

(Institute of Life Sciences, Jiangsu University, Zhenjiang 212013, China)

Abstract Multivesicular body (MVB) is a dynamic subcellular organelle formed by invagination of the limiting
membrane of late endosome. MVB is an essential transport and sorting station for membranes and proteins in
eukaryotic organisms. MVB pathway is intimately involved in various processes, including signal transduction,
cytokinesis, gene silencing, autophagy, protein quality control and virus budding. The biogenesis of MVB requires
more than 20 vacuolar protein sorting (Vps) proteins. Many of them can assemble into four distinct complexes
ESCRT 0,玉,域 ,芋 (endosomal sorting complexs required for transport) on the endosomal membrane. ESCRTs
and Vps4 are considered to be the most important components in MVB pathway. ESCRT 0 together with clathrin
can form microdomain on endosomal membrane where they cluster ubiquitinated cargo proteins. ESCRT玉 and 域
can induce the budding of intraluminal vesicles (ILVs), prompt the formation process and sort protein cargoes into
ILVs. ESCRT芋 can constrict, cleave the bud neck and finish the membrane abscission, the last stage of MVB
formation. Vps4 can disassemble ESCRT complexes and recycle them. Ubiquitinated cargo proteins and
ubiquitination can also regulate the localization and function of ESCRTs. Together, these recent discoveries
demonstrate that the sequential and co-ordinated actions of ubiquitinated cargo proteins, ESCRTs and Vps4 are the
major driving force for the biogenesis of MVB and protein sorting process. In this review, we focus on the
protein-protein interaction and mainly discuss the assembly mechanism, interaction and function of ESCRT
complexes and Vps4 high-order oligomers, as well as the regulation of ESCRTs by ubiquitinated proteins and
ubiquitination. We also suggest prospective studies based on these discussions.

Key words multivesicular body (MVB), endosomal sorting complexs required for transport (ESCRT), vacuolar
protein sorting (Vps), ubiquitination, intraluminal vesicles (ILVs)，budding，membrane abscission
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