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摘要 蛋白质拟素化是一种类似于泛素化的翻译后修饰，由 NEDD8 活化酶 E1 （NAE）、NEDD8 耦联酶 E2 （UBE2M 或

UBE2F）和NEDD8连接酶E3三种酶催化组成的级联反应。Cullin家族蛋白是拟素化修饰的生理性底物，Cullin的拟素化修

饰激活Cullin-RING连接酶（CRLs），CRLs是最大一类E3泛素连接酶家族，介导了其中约20%蛋白质的泛素化降解来调节

许多生物过程，包括细胞周期调控、DNA损伤修复、细胞生长、代谢、存活、自噬、迁移和免疫逃逸等。去拟素化过程则

是通过特异性的去拟素化酶将拟素分子 NEDD8 从底物蛋白上水解并移除，释放至细胞中以维持拟素化的动态平衡。

NEDD8和拟素化修饰的催化酶在多种癌症中高表达或活性上调，导致CRLs的过度激活，催化许多抑癌蛋白质的降解，从

而促进肺癌细胞的增殖与存活以及肺肿瘤的发生发展。蛋白质拟素化修饰已被证实是有希望的癌症靶点。同样地，多种去

拟素化酶在肺癌中高表达，其改变也与多种恶性肿瘤的发生发展密切相关，亦是潜在的肿瘤治疗重要靶点。本综述主要聚

焦于拟素化及去拟素化通路在肺癌细胞中表达水平的改变，如何调节肺癌细胞的生长、存活和肺癌微环境和炎症免疫反应

以及在肺癌发生发展中的作用。了解驱动癌症发生、发展和转移的关键分子机制，提出通过靶向拟素化和去拟素化修饰各

重要组件来作为肺癌治疗手段，为临床肺癌的治疗提供新的思路。
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肺癌是最常见的人类恶性肿瘤之一，也是全球

范围内癌症致死的第一大杀手［1-3］。从 2008年起，

肺癌已取代肝癌成为中国癌症死亡的首要原因，在

过去30年内肺癌死亡率已增加了近470%［4］。2015

年，中国肺癌的发生率和死亡率居所有癌症类型之

首［5］。最新统计数据预测表明，肺癌最常见的类

型是非小细胞肺癌 （non-small cell lung cancer，

NSCLC），占整个肺癌的近80%，包括肺腺癌、肺

鳞癌等［6］。由于肺癌临床表现的隐匿性，早期症

状缺乏特异性，多数肺癌患者确诊已经为晚期，丧

失最佳治疗时机［7］。肺癌的治疗效果很大程度上

取决于确诊时的疾病阶段，目前临床上对肺癌的主

要治疗方法是靶向治疗、手术治疗、化疗治疗和放

射治疗等。用于治疗肺癌的化疗药物有紫杉醇、顺

铂、吉西他滨和多柔比星等［8-9］。虽然治疗肺癌的

药物较多，但是患者的生存率并没有提高且副作用

较大，且化疗属于姑息性治疗［10-11］。尽管现在有了

新的诊断技术，外科技术和生物治疗手段（如靶向

治疗和免疫治疗）也取得了许多进展，但是肺癌的

5年生存率仍然很低［2，6，12］。

拟素化（neddylation）［13］是一种类似于泛素化

的可逆性蛋白质修饰，也是一个由E1、E2和E3三

类关键酶催化的三步级联反应［14］。类泛素蛋白

NEDD8 （neural precursor cell expressed，

developmentally down-regulated gene 8） 与泛素分

子 （ubiquitin， Ub） 具有高达 60% 的序列相似
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性［15］，它以前体分子的形式合成，再经C端水解

酶（如UCH-L3［16］、NEDP1/SENP8［17］等）的催化

切割掉末端的5个氨基酸残基，暴露出第76位甘氨

酸［18］。成熟 NEDD8 分子在 NEDD8 活化酶 E1

（NEDD8-activating enzyme E1， NAE） 作用下以

ATP 依赖的方式活化，形成 NEDD8-NAE 复合物。

然 后 ， NEDD8 耦 联 酶 E2 （NEDD8-conjugating 

enzyme E2）与 NEDD8-NAE 复合物结合，并催化

转硫酯反应，将NEDD8分子转移到E2上。最后，

NEDD8连接酶E3催化NEDD8分子的Gly76与靶蛋

白的赖氨酸残基形成异肽键，将NEDD8分子共价

结合到底物上，从而调控该蛋白质的活性和功能

等［18-19］（图1）。

目前已知的在哺乳动物细胞中负责催化拟素化

修饰的E1活化酶仅有 1个NAE，NAE是异二聚体

蛋白，由调节亚基 NAE1/APPBP1 和催化亚基

UBA3/NAEβ组成。参与拟素化修饰的耦联酶E2仅

有 2种：UBE2M （也叫UBC12）和UBE2F。介导

拟素化修饰的E3连接酶有十几种［20］，其中研究得

最多的是 RING-Box 1 （RBX1，也叫 ROC1） 和

RING-Box 2 （RBX2，也叫 ROC2、SAG）。RBX1

与 UBE2M 共同催化底物 CUL1、CUL2、CUL3、

CUL4A和CUL4B的拟素化修饰，而RBX2/SAG则

与 UBE2F 共同催化 CUL5 的拟素化修饰作用［21］。

其余研究较多的 E3 连接酶还包括 MDM2［22］、

SCFFBXO11［23］、c-CBL［24］、TRIM40［25］、凋亡抑制剂

（IAPs）［26］、RNF111［27］、TFB3［28］、DCN1-LIKE蛋

白 （DCNL1-5）［29-30］和 Parkin［31］等。目前已知的

拟素化E3连接酶，都同时具有泛素化修饰E3连接

酶的功能［32］。拟素化修饰的生理性底物是 Cullin 

家族蛋白，主要成员有 Cullin1 （CUL1）、Cullin2 

（CUL2）、Cullin3 （CUL3）、Cullin4A （CUL4A）、

Cullin4B （CUL4B）和 Cullin5 （CUL5）。Cullin 蛋

白经过拟素化修饰，即 NEDD8 蛋白标记到 Cullin

蛋白的赖氨酸残基上，其构象会发生改变，从而激

活 对 应 的 CRL E3 泛 素 连 接 酶 （Cullin-RING 

ligases，CRLs）。研究表明，CRLs在包括肺癌的多

种 肿 瘤 中 高 度 激 活 ， 促 进 了 肿 瘤 的 发 生

发展［18，33］。
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Fig. 1　The process of neddylation and deneddylation
图1　拟素化修饰和去拟素化修饰过程概况

蛋白质拟素化修饰过程是通过给底物加上NEDD8分子，从而实现对底物蛋白的稳定性或者功能的调控，主要是由拟素活化酶E1、拟素耦联

酶E2和拟素连接酶E3催化的级联反应。Cullin家族蛋白是已知最主要的拟素化修饰底物。CRL泛素化与拟素化过程类似，也是一个由E1、

E2和Cullin-RING E3泛素连接酶三种酶催化的级联反应，实现对底物蛋白的泛素化修饰和降解。去拟素化修饰主要通过去拟素化酶催化，

是将NEDD8分子从底物蛋白上去除并释放到细胞中的过程。Adaptor： 衔接蛋白；Receptor：底物受体蛋白。
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在去拟素化过程中，COP9 信号体复合物

（CSN）或其他去拟素化酶与经拟素化后的Cullins

结合，并从Cullins中去除NEDD8分子［34］。去拟素

化的Cullin与CAND1结合，使CRLs保持非活性构

象。因此，拟素化促进了活性CRL E3复合物的组

装，并刺激了底物的泛素化，而去拟素化促进了

CRL E3 复合物的解离，并增强了 Cullin 与抑制性

CAND1的结合。拟素化和去拟素化的动态平衡促

进了NEDD8等组件的循环利用，使其可用于CRLs

以外其他蛋白质的修饰，因此，许多不同底物可以

同时被拟素化，并正常行驶其功能［35］。越来越多

的数据表明，这些过程的组件酶等的改变会影响细

胞生物学功能，如CSN的缺失会导致细胞周期和

信号转导等生命活动发生异常［36-38］。

去泛素化酶（DUBs）包括 7 个亚家族，最大

的亚家族是泛素特异性蛋白酶（USPs），还包括泛

素 羧 基 端 水 解 酶 、 卵 巢 肿 瘤 蛋 白 酶 、 含 有

Machado-Josephin结构域的蛋白酶、与新型含泛素

的 DUB 家族相互作用的基序 （MINDYs）、ZUP1

和 JAB1/MPN/MOV34金属酶［39］。很多去泛素化酶

也能够从蛋白质底物中去除拟素分子（NEDD8），

参与催化蛋白质去拟素化，即对Ub和NEDD8具有

双重特异性。目前研究较多的NEDD8特异性的异

肽酶是CSN，它是一种由8个亚基组成的锌金属蛋

白酶复合体。其中CSN5是CSN的催化亚基，可以

催化 Cullins 的去拟素化［40-41］。另一个经典的

NEDD8 特异性异肽酶是半胱氨酸蛋白酶 NEDP1，

它也作用于 NEDD8 前体［42-44］。其他对 NEDD8 和

Ub 具有双重特异性的异肽酶还有 USP21［45］、

Ataxin-3［46］ 、 PfUCH54［47］ 、 UCH-L1 和

UCH-L3［42］。

近几年的研究发现，在肺癌［48］、肝癌［49］和结

直肠癌［50］等多种癌症中，蛋白质拟素化修饰通路

和去拟素化通路过度激活［18，51］。MLN4924作为拟

素化的小分子抑制剂，能与NEDD8形成稳定的加

合物，使NEDD8分子无法与耦联酶E2结合形成复

合物，从而特异性地抑制拟素化级联反应的进

行［52-53］，目前正在进行 I~III 期临床试验［53-54］。由

于MLN4924诱导DNA再复制，抑制细胞从S期到

G2期的转变，从而诱导DNA损伤和随后的细胞死

亡［55-57］，因此，MLN4924在多种类型的癌症中都

表现出较强的抗肿瘤活性［58］。拟素化过程和去拟

素化过程与几乎所有细胞生理活动相关，这两个过

程的异常调控会导致肺癌等肿瘤的发生。因此，阐

明拟素化通路和去拟素化通路在肺癌发生发展中的

作用与机制，有助于研发新型肺癌治疗策略。本文

总结了拟素化和去拟素化过程中主要酶在肺癌的发

生、发展和转移中的作用和功能，并以此为依据致

力对研发相应的肺癌诊断及治疗手段等的应用做一

综述。

1　拟素化修饰酶在肺癌细胞生长存活及肺

癌发生发展中的作用

越来越多的研究表明，在包括肺癌在内的多种

癌症的发生、发展和转移与拟素化修饰通路的多个

关键组分密切相关（图 2，表 1），如NEDD8和拟

素化修饰催化酶（包括 NAE1、UBA3、UBE2M、

UBE2F、RBX1、SAG、DCN1 等）的水平在多种

癌症中的表达水平要显著高于癌旁正常组织，且这

些酶的高表达与患者的不良预后密切相关。本课题

组的研究表明，NEDD8 和 NAE1 的高表达与胰腺

癌患者的不良预后呈正相关［59］，UBE2F［60］ 和

SAG［61］在肺癌中的高表达与患者的不良预后呈正

相关。同时本课题组未发表的工作也发现，RBX1

和UBE2M在肺癌发生中起到至关重要的作用。拟

素化激活酶 NAE 和耦联酶 UBE2M、UBE2F 等酶

在 NSCLC 中表达量升高，NEDD8 连接酶 E3 （如

RBX1/ROC1）在肺肿瘤中的表达也比在正常肺组

织中的表达更高。EGFR 等其他拟素化底物在 6%

的NSCLC病例中存在基因扩增或者过表达［62］。

1.1　拟素化分子NEDD8和拟素化活化酶E1
NEDD8在肺癌中过表达，且与患者的不良预

后正相关。同时NEDD8的缺失可以通过诱导CRL

底物肿瘤抑制蛋白物（如p21、p27和Wee1）的积

累，引发G2期细胞周期阻滞并导致细胞衰老，从

而显著抑制肺癌细胞 A549 在体外的生长和增

殖［63］。为了进一步研究体内NEDD8 缺失对肺癌的

作用，Jiang等［63］采用裸鼠异种移植瘤模型发现，

p27 在 NEDD8 敲除的肿瘤组织中累积，同时肿瘤

体积和重量明显偏小，表明NEDD8敲除显著抑制

肿瘤生长。有趣的是，他们发现敲除NEDD8会诱

发A549细胞衰老，而不会诱发细胞凋亡，推测细

胞衰老可能与CRL底物p21和p27的累积相关。然

而，这些底物蛋白是否参与了敲除NEDD8引起的

细胞衰老仍有待进一步研究。

Li 等［64］ 发现 NEDD8 活化酶 E1、耦联酶 E2 

UBE2M以及整个拟素化通路在肺腺癌和鳞状细胞

癌中都过度活化。MLN4924可以在体外抑制肺癌
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A549、H460和H1299细胞的增殖、存活、迁移和

运动，在分子水平上，MLN4924抑制拟素化，灭

活 CRL，诱导 A549 和 H1299 细胞中的 CRL 底物

p21和p27积累、H460细胞中的促凋亡蛋白NOXA

的累积，从而引发A549和H1299细胞衰老、H460

细胞凋亡［64］。为了证明NOXA在MLN4924诱导的

细胞凋亡中发挥关键作用，作者进一步敲降了

NOXA，发现 MLN4924 诱导的细胞凋亡水平显著

降低。同时，他们通过尾静脉注射A549细胞建立

了小鼠肿瘤转移模型，发现 MLN4924 可以诱导

CRL底物 p21和 p27在肿瘤组织中的累积，并抑制

体内肿瘤形成和转移［64］。 Luo 等［49］ 也发现，

MLN4924 可以通过抑制 Cullin 的拟素化修饰失活

CRL 泛素连接酶，诱导产生细胞自噬，在体外肝

癌细胞、肺癌细胞等多种癌症细胞中发挥促生存和

抗凋亡作用。通过RNA干扰技术阻断细胞自噬通

路增强了MLN4924诱导的细胞凋亡，从而抑制细

胞的生长。机制研究表明，MLN4924诱导的自噬

部分归因于 mTOR 抑制蛋白 DEPTOR 积累引发的

对mTOR通路的抑制［49，65］。

肿瘤微环境（tumor microenvironment，TME）

指肿瘤生长所处的体内环境，肿瘤细胞依赖于这些

复杂的环境来持续生长、侵袭和转移［66-67］。肿瘤转

移是肿瘤高致死率的主要原因，超过 90% 的肿瘤

患者死于肿瘤转移［68］。越来越多的研究发现拟素

化修饰可通过调节肿瘤衍生因子、纤维母细胞、组

织内皮细胞、免疫细胞、巨噬细胞、T细胞和树突

细胞等在肿瘤微环境中发挥重要作用［18，69］。研究

表明，MLN4924可以显著抑制引起急性炎症反应

的细胞因子 TNF-α 和 IL-6 的产生［70-71］，同时可通

过抑制 IL-12的分泌和共刺激因子的表达，阻断树

突细胞DCs分化成Th1，限制T细胞活化和免疫应

答 的 能 力［72］。 由 肿 瘤 相 关 巨 噬 细 胞 （tumor 

associated macrophages，TAMs） 通过产生细胞因

子、趋化因子、生长因子和触发T细胞中抑制性免

疫检查点蛋白的释放而形成的肿瘤免疫抑制微环

境，对肿瘤的生长和转移都起到重要的影响［73-76］。

Zhou 等［77］发现，在 H1299 和 A549 肺癌细胞中通

过MLN4924抑制剂作用或者 siRNA敲降拟素化通

路中的NEDD8、UBA3或NAE1可以抑制TNF-α诱

导的趋化因子 CCL2 在 mRNA 和蛋白质水平上表

达，从而抑制肿瘤相关巨噬细胞的浸润，最终抑制

肿瘤的转移。他们从分子机制上阐明了，抑制拟素

化失活 CRLs 可诱导 CRL 底物 IκBα 的积累，以抑

制NF-κB（通过TNF-α激活）的转录活性，进而抑

制CCL2的转录活化［77］。作者还通过静脉注射小鼠

Lewis肺癌（LLC）细胞建立了小鼠肿瘤转移模型

发现，MLN4924处理或者NEDD8的敲降可以通过

抑制 CCL2 的转录活化而显著抑制 TAMs 的浸润，

从而抑制体内肺癌的转移［77］。此外，NEDD8在肺
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Fig. 2　The mechanism of neddylation and deneddylation in lung cancer
图2　拟素化与去拟素化通路在肺癌中的作用机制

在正常肺组织中，拟素化与去拟素化过程协同精确地调节着各项生物学功能；在肺癌组织中，拟素化和去拟素化通路均异常活化，通过

MLN4924处理以及关键性酶组分的敲低来抑制通路的激活，促进抑癌蛋白质的累积、引起细胞周期阻滞，诱导细胞凋亡、衰老和自噬，抑

制肿瘤微环境形成，等等，从而抑制肺癌的发生发展。DNE：去拟素化酶（deneddylation enzymes）。
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腺癌组织中的表达水平与 CCL2 的高表达呈正相

关，高表达患者总体生存期较差［77］。上述结果表

明，拟素化通路在肺癌中促进CCL2的转录活化和

TAMs 的浸润，并提供促进肿瘤生长发展的微

环境。

1.2　拟素化耦联酶E2s
UBE2M作为负责活化下游CRL1~4的E2，与

肺癌的发生发展也密切相关。Li等［78］发现，拟素

化耦联酶E2 UBE2M/UBC12的敲降显著抑制肺癌

细胞中其底物 Cullin 1、2、3、4A 和 4B 的拟素化

修饰，但对非 UBE2M 底物 Cullin 5 的拟素化修饰

无抑制作用，导致 CRL 底物肿瘤抑制蛋白 p21、

p27和Wee1积累，诱导细胞周期G2期阻滞，从而

抑制肺癌细胞的生长。他们同时验证了 UBE2M/

UBC12 的敲降通过相似的分子机制抑制了具有

MLN4924抗药性的H1299肺癌细胞的生长。为了

研究在体内靶向UBE2M的抗癌作用，作者建立了

肺癌细胞异体移植小鼠肿瘤模型，发现UBE2M敲

降显著抑制了肿瘤的形成、生长和转移［78］。在这

项研究中，作者并没有发现活化酶E1的两个组件

NAE1和UBA3与全蛋白质拟素化修饰的水平和肺

癌患者的存活率存在明显关联。

UBE2M不仅与肺癌的发生发展密切相关，同

时还能参与调控肿瘤微环境。Jin等［79］发现，在体

外初始CD4+ T细胞培养条件下敲除UBE2M会导致

细胞周期的G0/G1期阻断，不能有效地通过S期从

而抑制细胞生长。同时他们用携带有 GFP 的

Ube2m shRNA 或对照 shRNA 逆转录病毒感染从

SJL B6小鼠（CD45.1+）分离的骨髓细胞，然后移

植到 C57BL/6 小鼠 （CD45.2+） 身上。8 周后，从

该小鼠的脾脏和骨髓淋巴结中分离出的GFP+CD4+ 

T细胞发现，敲降Ube2m体内影响CD4+ T细胞的

各个功能，包括增殖、细胞因子产生和Th细胞分

化。同时 MLN4924 会抑制 Shc 蛋白拟素化，阻止

ZAP70-Shc-Grb2复合物的形成，导致Ras/Erk通路

活化减弱，从而抑制细胞炎症的发生。

UBE2F作为另一个拟素化耦联酶E2，在非小

细胞肺癌组织中高表达，并与患者的不良预后正相

关。本课题组前期的工作表明，拟素化E2 UBE2F

与E3 SAG/RBX2共同催化Cullin 5的拟素化，激活

下游CRL5并促进其底物NOXA的泛素化和降解，

从而诱导了肺癌细胞凋亡［60］。NOXA的敲降可以

一定程度上逆转UBE2F敲降引发的表型，证明由

UBE2F敲降引发的NOXA累积是导致肺癌细胞凋

亡的原因。UBE2F在肺癌细胞中高表达，特异性

激活 Cullin 5 的拟素化修饰，对 Cullin 1~4 的拟素

化修饰并没有显著影响。通过皮下注射稳定表达野

生型UBE2F和不具有催化活性的突变型UBE2F的

肺癌细胞建立小鼠肿瘤模型，发现野生型UBE2F

促进了体内肿瘤的生长，而突变型UBE2F则抑制

了体内肿瘤的生长［60］。同样，MLN4924也能显著

抑制异种移植肺癌细胞的小鼠体内肿瘤的生长［60］。

1.3　CRL连接酶E3s
前期的工作发现，ROC1/RBX1在非小细胞肺

癌组织和多种肺癌细胞中高表达，通过RNA干扰

技术在肺癌细胞中敲降ROC1/RBX1可以诱导DNA

损伤，从而引发细胞周期G2期阻滞、细胞凋亡和

细胞衰老［80］。ROC1/RBX1的敲降诱导肺癌细胞的

衰老似乎与 p16/pRB 和 p53/p21 蛋白无关［80］。但

MLN4924 诱导的肺癌细胞衰老与 p21 蛋白的累积

和 DNA 损伤相关［81］。MLN4924 处理的肺癌细胞

内出现p21蛋白和与DNA复制密切相关的CDT1和

ORC1 蛋白的显著累积，诱导产生了 DNA 损伤信

号，引发细胞衰老，抑制了肺癌细胞的生长。值得

一提的是，p21 蛋白和 DNA 损伤反应蛋白在去除

MLN4924后仍在肺癌细胞中继续累积，持续诱导

细胞衰老，从而证明MLN4924诱导的细胞衰老是

一个不可逆的过程［81］。至于为何 p21 蛋白在上述

两项研究中发挥的作用不同，推测可能与使用的调

控抑制拟素化通路的方法不同有关。

Yang 等［82］进一步阐明了 ROC1/RBX1 敲降是

否同样会在肝癌细胞、肺癌细胞等细胞中引发细胞

自噬反应。他们发现，ROC1的敲降可以引发细胞

自噬，阻断细胞自噬通路可以增强敲降 ROC1/

RBX1 诱导的细胞凋亡，显著抑制细胞的体外生

长。他们还发现，敲降ROC1诱导的细胞自噬是由

于 抑 制 Cullin 的 拟 素 化 修 饰 失 活 CRL， 导 致

DEPTOR 的积累，从而抑制 mTOR 通路活性。

ROC1的敲降同时引起G2期阻滞并诱导p21依赖的

细胞衰老，细胞自噬通路的抑制对细胞衰老诱导没

有明显影响［82］。以上结果表明，在抑制蛋白质拟

素化修饰通路的同时抑制细胞自噬，可以显著增强

细胞凋亡，为有效治疗肺癌等癌症提供了新思路。

RBX2/SAG 作为拟素化另一个主要的连接酶

E3在肺癌等多种肿瘤中高表达，前期的研究中发

现在KrasG12D驱动的小鼠肺肿瘤模型中RBX2/SAG

过表达［61］。SAG敲降可导致NF-κB和mTOR信号

通路失活以及 p21、p27等肿瘤抑制底物蛋白的积
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累，从而显著抑制KrasG12D诱导的小鼠肺癌的发生

发展，延长小鼠的生存期。机制研究发现，在

A549、A427 和 H358 肺癌细胞中敲降 SAG 可导致

NF-κB和mTOR通路失活，抑制肺癌细胞的生长和

存活。而SAG的过表达选择性地降低了A427细胞

内肿瘤抑癌蛋白的累积并促进了A427细胞的生长

和存活，对A549和H358细胞的生长没有明显的影

响，这表明SAG过表达促进抑癌蛋白质的降解和

细胞生长与细胞系相关。同时，MLN4924通过抑

制与SAG相关的CRL拟素化修饰，导致NF-κB和

mTOR 信号通路失活以及 p21、p27 等肿瘤抑制底

物的积累，进而抑制体外肺癌细胞生长和体内肺肿

瘤形成［61］。本课题组未发表的实验结果发现，小

鼠肺组织中 Rbx1 敲除导致的表型与 Sag 敲除的一

致，可以抑制 KrasG12D 诱导的小鼠肺癌的发生

发展。

1.4　其他连接酶E3s
越来越多的研究证明，绝大多数非RBX家族

拟素化连接酶E3s都与肺癌等多种肿瘤发生密切相

关［85-89］，然而其通过拟素化修饰在肺癌中的作用研

究却甚少。Lee等［89］发现，E3连接酶 c-CBL可以

通过拟素化修饰调控原癌基因 c-Src来抑制癌细胞

迁移。首先作者通过 siRNA敲除NEDD8和小分子

抑制剂MLN4924处理H1299和U251MG细胞，阻

断了整个拟素化修饰的通路后发现细胞的迁移能力

增 强 ， 该 结 果 在 肺 癌 HCC-44、 NCI-H1650 和   

NCI-H292 细胞中也得到了验证。机制研究表明，

原癌蛋白 c-Src作为 c-CBL的拟素化底物能够诱导

细胞迁移，而抑制拟素化修饰可以活化并增加原癌

蛋白 c-Src 的稳定性，从而激活 PI3K/AKT 通路而

促进细胞迁移。进一步实验发现，c-CBL本身可以

抑制肺癌细胞的迁移，敲除 c-CBL上调 c-Src的量，

并抑制 c-Src的拟素化修饰。最后通过对临床患者

肺癌组织的分析发现，肿瘤转移的组织中少有      

Table 1　The regulation of neddylation enzymes in lung cancer
表1　拟素化酶在肺癌调控中的作用

拟素化酶

NAE1/UBA3

UBE2M

UBE2F

RBX1

SAG

底物蛋白

CUL1

CUL1

CUL1

CUL1

CUL1，2

CUL1，4

CUL1

CUL1，2，3，4A，4B

CUL5

CUL1

CUL1

CUL1

调控方式

MLN4924

NAE1/UBA3敲降

MLN4924

MLN4924

MLN4924

MLN4924

MLN4924

MLN4924

UBE2M敲降

UBE2M敲降

MLN4924

RBX1敲降

MLN4924

SAG敲降

MLN4924

SAG敲降

MLN4924

作用机理

通过累积NOXA、p21和p27诱导细胞凋亡或衰老

通过累积IκBα来阻断NF-κB的转录活性，进而抑

制趋化因子CCL2的表达，导致肺肿瘤部位    

MDSCs和免疫细胞的浸润

通过累积DNA-licensing蛋白CDT1和ORC1和衰老

介体p21来诱导细胞衰老

通过累积CDT1来诱导DNA损伤反应和细胞凋亡

通过累积DEPTOR和HIF-1α来激活HIF1-REDD1-

TSC1-mTORC1-DEPTOR轴，从而抑制mTOR和

诱导细胞自噬

通过累积CDT1来诱导DNA再复制，最终诱导细

胞凋亡

通过累积NOXA，p21和p27诱导细胞凋亡或衰老

通过累积肿瘤抑制因子p21、p27和Wee1来诱导

G2期细胞周期阻滞

通过累积促凋亡蛋白NOXA来诱导细胞凋亡

通过累积mTORCs抑制剂DEPTOR来抑制mTOR

通路，首先诱导产生细胞自噬，起到促生存和抗

凋亡的作用，然后诱导产生p21相关的细胞衰老

通过累积肿瘤抑制底物 IκBα、DEPTOR、p21、

p27、NOXA和BIM来抑制NF-κB和mTOR通路

通过累积p27来抑制内皮细胞的迁移、增殖和血

管的形成，最终抑制肿瘤血管生成
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c-CBL，其表达与p-Src和p-AKT的表达呈负相关。

p-Src和 p-AKT两者的表达正相关，高表达的患者

生存率较低，而 c-CBL 高表达的患者整体生存率

高，提示 c-CBL-Src-Akt轴可以调控肺癌细胞的转

移。与之前多种拟素化修饰酶在肺癌等肿瘤中高表

达且过度活化不同的是，c-CBL作为拟素化修饰连

接酶E3是低表达的，其高表达可以通过促进下游

底物 c-Src 拟素化修饰来抑制肿瘤细胞的发生转

移［89］。该项研究与大多数MLN4924抑制肿瘤细胞

迁移的报道正相反，该结果有待其他实验室的

验证。

DCNL（defective in cullin neddylation -like）作

为协同E3连接酶（Co-E3），既可以与拟素化耦联

酶E2 UBE2M结合，也可以连接RBX1-Cullins，从

而稳定Cullin-E2-E3复合物，促进Cullin的拟素化

修饰［29， 90］。DCN1在非小细胞肺癌等多种恶性肿

瘤中高度表达，且与患者的不良预后相关［91-93］。

目前对DCN1在肺癌的研究主要集中在DCN1可以

作为一个潜在的抗肿瘤治疗靶点，通过其结合

UBE2M 乙酰化 N 端的疏水口袋，并有效抑制

UBE2M催化的拟素化修饰，来研发DCN1-UBE2M

抑制剂［91，94］。近年来，许多科研工作者通过分子

对接、结构模拟和化学合成优化等手段研发出各种

靶向DCN1-UBE2M的小分子抑制剂，并通过生物

学手段在肺癌细胞中加以验证［95-97］。2017 年，

Scott等［95］经高通量筛选、梯度复筛，结合小分子

的溶解度和化学结构分析，再经过SAR结构优化，

最终得到了NAcM-OPT和NAcM-COV，两者的半

数抑制浓度 IC50分别为 80 nmol/L和 28 nmol/L。作

用于 DCN1 高表达的人肺鳞状细胞癌 HC995 细胞

发现 NAcM-OPT 及 NAcM-COV 能有效抑制 CUL1

和 CUL3 的拟素化修饰，从而有效抑制 CRL1 和

CRL3 活性，导致底物蛋白 p27 和 NRF2 的积累，

但抑制肿瘤细胞增殖的作用有限［95］。随后，该团

队基于以上化合物再次优化得到小分子化合物

Compound 27 和 Compound 40［98-99］。Compound 27

与 DCN1 的结合更为紧密，有比 NAcM-OPT 更强

的 DCN1 抑制活性，能够更强地抑制肝癌 HCC95

细胞的增殖［98］。Compound 40相较于Compound 27

代谢稳定性强，水溶性更高，小鼠体内代谢更稳

定，口服生物利用度达到 92%［99］。Zhou 等［96］利

用荧光偏振技术高通量筛选，经结构优化得到了

DCN1抑制剂DC-2，其半数抑制率IC50为15 nmol/L。

体外细胞实验证明，DC-2 可以靶向 DCN1，特异

性地抑制Cullin 3的拟素化修饰，导致CRL3底物

蛋白 NRF2 及其下游蛋白 HO-1 和 NQO1 积累，对

PC9、H1795等肺癌细胞的增殖和克隆形成能力有

一定的抑制作用［96］。2021年，该团队在其苗头化

合物的结构基础上，通过结构优化得到了DCN1的

高效抑制剂 SK-464 （IC50=26 nmol/L）［97］。SK-464

通过抑制 DCN1 与 UBE2M 的结合来抑制 Cullin 3

的拟素化和CRL3的活性，同时上调底物NRF2及

HO-1 的蛋白质水平，并下调 N-Cadherin，从而抑

制肺癌细胞的增殖、侵袭和迁移［97］。

本课题组前期与其他课题组合作，基于分子结

构设计和药物化学优化等手段研发出靶向 DCN1-

UBE2M 的小分子抑制剂 （DI-591、 404、 1548、

1859）［100-102］。在肺鳞状细胞癌H2170和SK-MES-1

细胞中，小分子抑制剂DI-404降低了DCN1蛋白与

UBE2M蛋白的结合，有效地抑制了CUL3的拟素

化修饰，从而有效抑制CRL1活性，导致底物蛋白

NRF2 的积累，但 DI-404 对 CUL1 和其他 Cullin 家

族蛋白的拟素化抑制作用不明显［102］。上述靶向拟

素化连接酶E3 DCN1的小分子抑制剂不可避免会

产生一些毒副作用，目前该类药物尚未应用于临

床，仍需要更深入的分子机制研究等。

其他与肺癌相关的非RBX家族拟素化连接酶

E3s 包括 MDM2［22，103］、IAPs［26］ 等。MDM2 即是

拟素化通路的催化酶，又是底物蛋白。它即可以通

过促进自身拟素化来增加其蛋白质稳定性，同时作

为非 RBX 家族拟素化连接酶 E3，MDM2 能促进

p53 的拟素化修饰以抑制 p53 的转录活性［22，104］。

p53 突变或过表达对肺癌患者的预后产生不利影

响［105］，因此靶向p53-MDM2通路及其拟素化修饰

可能是一种有吸引力的抗肺癌治疗方法。目前更多

的研究集中在MDM2作为泛素化连接酶在肺癌中

的影响［106］，迄今为止MDM2作为拟素化连接酶与

肺癌的联系的研究还很少。同样，关于 IAPs在肺

癌细胞中的作用，研究主要集中于药物抑制其作用

而导致促凋亡蛋白表达，致使细胞凋亡［107］，少有

研究证明该调控是否与拟素化修饰相关。今后的研

究将有望填补MDM2和 IAPs作为拟素化连接酶在

肺癌中的作用的研究空白。

2　去拟素化酶对肺癌细胞生长存活及肺癌

发生发展中的作用

去拟素化是拟素化修饰的反向过程，即

NEDD8分子被去拟素化酶从底物中去除进入再循
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环。去拟素化酶也能够从蛋白质底物中去除 Ub，

参与催化蛋白质去泛素化，即对Ub和NEDD8具有

双重特异性。研究表明，去拟素化酶可以调控转录

活性、细胞生长和分化以及肿瘤发生等众多生物学

过程［108-114］。在肺癌中，UCH-L3［110］、CSN5［112］、

USP21［113］和 Ataxin-3［111］等去拟素化酶通常过表

达，并通过去拟素化、稳定致癌基因和抑制肿瘤抑

制因子来促进肺癌细胞生长和肿瘤发生 （表 2），

然而相关研究主要集中在理解其作为去泛素化酶在

肺癌发生发展中的作用。

目前研究最多的去拟素化酶是 COP9 信号体 

（CSN），它由8个亚基（CSN1到CSN8）组成，对

Ub和NEDD8具有双重特异性。越来越多的研究证

明拟素化CRLs与CSN的结合被CSN4识别，并在

CSN6的协助下传递给CSN5，从而激活CSN5去拟

素化酶活性［108，112］。CSN 与泛素化连接酶 SCF 结

合，催化 CUL1 的去拟素化修饰［40-41］，从而影响

CRL1 催化底物蛋白的泛素化修饰和降解。Xiao

等［112］研究表明，在肺腺癌组织和肿瘤邻近的巨噬

细胞和淋巴细胞中CSN5的表达量上调，并与患者

的不良预后相关。作者发现，敲降CSN5能够有效

抑制肺癌细胞的增殖和生长，而过表达CSN5则能

促进肺癌细胞的生长。作者推测由于免疫抑制因子

PD-L1在肿瘤细胞中的表达水平与肿瘤转移和复发

率正相关［115］。机制研究表明，CSN5 可通过调节

PD-L1的去泛素化过程来影响肺癌的发生发展；同

时作为NF-κB信号通路的下游效应因子，CSN5会

被炎症细胞因子诱导，而肿瘤组织中的免疫细胞处

在炎症环境中，这也解释了为什么CSN5会在一定

比例肿瘤附近的巨噬细胞中表达［112］。不同的是，

他们发现CSN6 （与CSN5形成异二聚体发挥去拟

素化酶活性）在肺腺癌组织和在正常组织中的表达

无异，这可能与研究中使用的样本数量过少有关，

需要在更大的样本中做进一步验证。

与肺癌相关的其他去拟素化酶还包括UCH-L3、

USP21 和 Ataxin-3。其中 UCH-L3 是泛素 C 端水解

酶 （UCHs） 的亚基，可以识别并水解 Ub 或

NEDD8的C端甘氨酸上的异肽键［109］。Li等［110］发

现，UCH-L3在非小细胞肺癌（尤其是肺腺癌）组

织中高表达，并与患者生存预后不良呈正相关。同

样，敲降UCH-L3显著抑制肺癌细胞的体外增殖，

而过表达则能促进细胞增殖。机制研究表明，敲降

UCH-L3导致抑癌蛋白p21和促凋亡蛋白Caspase-3、

Caspase-9 和 Bax 的上调以及 CyclinD1 和抗凋亡蛋

白Bcl-2的下调，诱导G1期阻滞并促进细胞凋亡，

从而显著抑制肺癌细胞的体外增殖。相反，UCH-L3

高表达则会加速肺癌细胞周期的运行并抑制细胞凋

亡 ， 从 而 促 进 细 胞 增 殖［110］。 USP21［113］ 和    

Ataxin-3［111］也是具有去泛素化和去拟素化双重功

能的去拟素化酶。Yang 等［113］ 发现，USP21 和  

PD-L1的表达在包括H1975非小细胞肺癌细胞在内

的多种细胞系中成正相关。过表达 USP21 可显著

增加 PD-L1 蛋白的含量和稳定性，而 USP21 的敲

降可诱导PD-L1的泛素化修饰和降解。他们还发现

在肺癌（尤其是肺鳞状细胞癌）组织中，USP21高

表达，且其上调同时伴随着PD-L1的上调。因此，

靶向 USP21 去拟素化酶可能是治疗肺癌的一种新

策略。Sacco 等［111］研究了 Josephin 家族去拟素化

酶 Ataxin-3 的敲降对肺癌细胞中肿瘤抑制因子

PTEN和PI3K致癌通路表达的影响。在A549细胞

中敲降Ataxin-3可以诱导PTEN转录，抑制AKT磷

酸化，从而下调PI3K致癌通路并降低肺癌细胞的

活力。他们还发现，组蛋白去乙酰化酶抑制剂

（HDACi）（非小细胞肺癌中PTEN转录再激活的潜

在介质）与 ATXN3 的敲降可以协同诱导 PTEN 的

转录，二者结合对于PTEN抑制的癌症（包括肺腺

癌）的治疗提供了一种新思路。然而，去拟素化酶

UCH-L3、USP21、Ataxin-3 等与底物的相互作用

的研究并不多，大多研究局限于它们与NEDD8的

结合［45-46，116］。将来的研究可以着手于探索去拟素

化酶和NEDD8之间相互作用的性质和特异性的决

定因素，作用于哪些底物，对底物的影响和生物学

功能影响等。

上述研究表明，去拟素化酶与拟素化酶一样，

似乎也是肺癌生长的关键调节因子（图 3），是肺

癌患者的独立预后因素和有希望的治疗靶点。然

而，一个关键的科学问题是，为什么两个作用完全

相反的酶，在肿瘤组织中都有高表达，且都与患者

的不良预后正相关？哪一类型的肿瘤需要去靶向拟

素化酶，而哪一类型的肿瘤需要去靶向去拟素化

酶？只有在机制上满意地回答了这些问题，才有可

能实施肿瘤的精准个体化治疗。另外，迄今为止去

拟素化作用在肺癌中的研究还在初级阶段，而且对

于靶向去拟素化酶方面的药物研究几乎是空白，虽

然靶向去泛素化酶的药物研发有不少进展［117-119］。

这些方面是这个领域今后的研究方向。
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3　总结与展望

本文主要对拟素化与去拟素化这两大类蛋白质

修饰过程的主要酶及组分在体外肺癌细胞生长存

活，以及在体内肺癌发生发展中的调控作用做了系

统的概述和总结。蛋白质拟素化和去拟素化修饰是

一个受到精密调控的过程，各种相关蛋白酶的激活

与失活、表达与降解、重组与定位等的改变都会改

变整个修饰过程，如果发生异常，就有可能导致肿

瘤的发生发展［18，51，109］。拟素化和去拟素化通路在

人类肺癌中的过度活化可能导致肿瘤包括肺癌的发

生发展，因此为靶向该过程作为一种有效的新型抗

癌治疗策略提供了合理的依据。尽管目前在这方面

有大量的基础研究和一些靶向药物的研究，但由于

肿瘤的复杂性、多变性，所以仍然需要更多这方面

的研究和临床工作，来进一步了解拟素化和去拟素

化在肺癌以及其他癌症领域的作用，从而为临床治

疗提供真正的帮助。

今后这个领域的研究方法应该包括以下几个方

面（图4）。

3.1　基础研究方面

需要探讨拟素化和去拟素化修饰在人类肿瘤中

的是如何被异常激活的？其上游关键性激活分子是

如何发挥作用？激活其高表达的分子机制分别都是
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Fig. 3　Neddylation and deneddylation pathways synergistically regulate lung cancer
图3　拟素化和去拟素化通路共同作用于肺癌

拟素化修饰和去拟素化修饰关键酶在肺癌中的表达相关性，X代表尚未发现或未研究的酶。

Table 2　The regulation of deneddylation enzymes in lung cancer
表2　去拟素化酶在肺癌调控中的作用

去拟素化酶

CSN5

UCH-L3

USP21

Ataxin-3

底物蛋白

PD-L1

p21、CyclinD1

PD-L1

PTEN

作用机理

在CSN4和CSN6辅助下，CSN5调节CRL的去拟素化；CSN5

调节免疫抑制因子PD-L1的去泛素化和稳定性，CSN5敲降抑

制肺癌细胞的生长

UCH-L3敲降导致抑癌蛋白p21和促凋亡蛋白表达上调，以及

CyclinD1和抗凋亡蛋白Bcl-2表达下调，进而阻断细胞周期，

促进细胞凋亡

USP21敲降诱导免疫抑制因子PD-L1的降解，进而抑制肿瘤

的转移与复发

Ataxin-3抑制PTEN的转录，从而上调PI3K致癌信号，增加肺

癌细胞活性

参考文献

［108，112］

［110］

［113］

［111］
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什么？同时去拟素化作用作为拟素化修饰的反向过

程，当拟素化修饰的异常激活会导致包括肺癌在内

的各种肿瘤的发生发展，那为何其反向过程去拟素

化也同时被异常活化，表达升高，而不是被抑制？

二者之间是否存在一个反馈机制？另外，去拟素化

修饰是如何调控肿瘤微环境的形成从而影响肺癌的

发生发展的？

3.2　转化应用药物研发方面

近几十年来，越来越多的靶向拟素化激活酶

E1 的抑制剂被相继研究和报道［19，120-122］，其中

MLN4924/Pevonedistat作为第一个靶向拟素化通路

E1激活酶的小分子抑制剂，对多种恶性肿瘤具有

有效的抗肿瘤活性［58］。尽管已经进入到 41个 I~III

期临床试验中［123］，但由于其阻断拟素化修饰全过

程所带来的毒副作用，肿瘤靶点突变带来的耐药

性［124-125］，以及它的“脱靶”效应［126-127］，包括诱

导炎症反应［128］、免疫反应［129-130］和糖酵解代谢［131］

等，至今尚未在临床上用于肿瘤治疗。因此，靶向

下游的E2和E3拟素化酶减少毒副作用应该是更好

的选择。

另外，随着对拟素化耦联酶 E2 研究的深入，

科学家们发现 UBE2M/UBC12 和 UBE2F 在肿瘤中

过度表达且与患者不良预后密切相关，亦是潜在的

抗肿瘤治疗靶点。目前对于靶向拟素化耦联酶E2

的小分子抑制剂的研发主要是靶向DCN1-UBE2M

相互作用的小分子抑制剂的研发，通过靶向DCN1

上结合UBE2M乙酰化N端的疏水口袋来有效地抑

制UBE2M催化的拟素化修饰［91，94］。由于UBE2M

靶向多数的下游CRL连接酶E3 （CRL1~4），因而

其特异性并不高，也有一定的毒副作用。同时因为

靶向少数 CRL 连接酶 E3 （CRL5）的 UBE2F 结构

表面缺乏明显的成药口袋，迄今为止在靶向

UBE2F的药物研发远远没有UBE2M成熟。已知目

前仅有本课题组研发的 UBE2F 抑制剂 HA-9104，

通过降低UBE2F蛋白水平来降低CRL5连接酶的活

性，从而促使其泛素化底物蛋白 NOXA 大量积累

并诱发肺癌细胞发生严重的凋亡［132］。HA-9104本

身的水溶性和稳定性，以及其“脱靶”效应仍需进

一步改善。同理，靶向更下游拟素化连接酶 E3，

如 ROC1/RBX1 和 ROC2/RBX2/SAG 等的小分子抑

制剂也应该继续探索研发。

毫无疑问，拟素化和去拟素化修饰在人类疾病

尤其是肿瘤发生发展中的重要性已经不言而喻，今

后这个领域的研究探索最终目的将是造福肿瘤

患者。
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Fig. 4　The prospectives of neddylation/deneddylation in lung cancer research and treatment
图4　（去）拟素化修饰在肺癌研究治疗中的应用前景

基础研究方面，明确拟素化和去拟素化修饰在肺癌中的调控机理以及两者潜在的协同作用机制，探索两者与肿瘤微环境之间的关系；临床

研究方面，开发并优化靶向拟素化和去拟素化修饰及其关键酶的小分子抑制剂用于肺癌治疗。
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Abstract　 Protein neddylation is a ubiquitylation-like post-translational modification, catalyzed by a cascade 

consisting of three enzymes: NEDD8-activating enzyme E1 (NAE), an NEDD8-conjugating enzyme E2 (UBE2M 

or UBE2F), and NEDD8 E3 ligases. Cullin family proteins are the physiological substrates of neddylation, and 

Cullin neddylation activates Cullin-RING ligases (CRLs). CRLs are the largest ubiquitin E3 ligase family and 

mediate the ubiquitylation of ~20% cellular proteins to regulate many biological processes, including cell cycle, 

DNA damage response, cell growth, metabolism, survival, autophagy, migration, and immune escape. In the 

process of deneddylation, NEDD8 is hydrolyzed and removed from the substrate protein by specific 

deneddylation enzymes, and is released into cells to maintain the dynamic balance of the neddylation/

deneddylation. NEDD8 and NEDD8 enzymes are overexpressed or upregulated in a variety of cancers, leading to 

excessive activation of CRLs and subsequent degradation of many tumor suppressor proteins, thereby promoting 

the growth and survival of lung cancer cells, and lung tumorigenesis. Protein neddylation has been validated to be 

a promising target for anti-cancer therapy. Similarly, some deneddylation enzymes are highly expressed in lung 

cancer and their changes are also closely related to the growth and tumorigenesis of various malignant tumors, 

thus is a potential target for anti-cancer therapy. In this review, we mainly focus on the role of protein neddylation/
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deneddylation in lung cancer, how the expression of neddylation and deneddylation pathways is changed in lung 

cancer cells, and how they regulate the growth and survival of lung cancer cells, as well as the lung tumor 

microenvironment and the related inflammatory/immune response. A better understanding of the role of key 

components of neddylation/deneddylation pathways in the promotion of lung cancer cell growth and 

tumorigenesis and establishment of lung tumor microenvironment will provide a sound rationale for targeting this 

pathway for effective lung cancer therapy. 

Key words　neddylation, deneddylation, enzymes, tumor, lung cancer, targeted therapy

DOI：10.16476/j.pibb.2023.0117


