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亲和分离在蛋白质泛素化修饰研究中的应用进展
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摘要：蛋白质泛素化是真核生物最普遍、最复杂的翻译后修饰方式之一，在细胞的信号转导、生长、发育、代谢等生

命过程中发挥着重要作用。 泛素化过程的失调则与神经退行性疾病、炎症反应、癌症等重大疾病的发生发展密切

相关。 分析和研究蛋白质泛素化的结构与功能，可望为认识生命、探索疾病调控内在规律和发现新的诊断策略提

供重要信息。 生命体系的高度复杂性，泛素化修饰位点、结构类型的多变和多样性，时空动态变化等特点给蛋白质

泛素化分析研究带来了巨大的挑战。 亲和分离以其高选择性成为泛素化蛋白质结构与功能研究的有力工具。 免

疫亲和分离法基于抗原⁃抗体相互作用，是最为经典的分离分析方法，已广泛应用于泛素化蛋白质或肽段的富集分

离。 源于天然泛素受体的泛素结合结构域（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｏｍａｉｎｓ， ＵＢＤｓ）可与泛素或多聚泛素链相互作用。
ＵＢＤｓ 和基于此发展起来的串联泛素结合实体（ ｔａｎｄｅｍ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｅｎｔｉｔｉｅｓ， ＴＵＢＥｓ）已成为蛋白质泛素化

功能研究的热门识别分子。 各种多肽类化合物的发展也为蛋白质泛素化的结构和功能解析提供新工具。 此外，多
种亲和识别配基的联合使用，在蛋白质泛素化修饰的高特异性、高灵敏度分析中展现了独特的优势，为认识生命体

内的泛素化修饰提供了重要保障。 该文对亲和分离方法在蛋白质泛素化修饰分析中的应用及进展进行了综述。
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　 第 １ 期 钟卉菲，等：亲和分离在蛋白质泛素化修饰研究中的应用进展

黄嫣嫣： 博士，中国科学院化学研究所副研究员。 ２００４ 年，武汉大学化学与分子科
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青年创新促进会会员。 致力于多肽识别分子的设计筛选与分子相互作用规律研

究，建立了多肽介导的蛋白质分离分析和活体探测新方法，在分子、细胞和活体水

平，实现了肿瘤相关目标蛋白质的辨别、示踪和检测，为疾病检测和干预提供新方
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ｉｎｇ ｏｆ ｔｈｅ ｒｏｌｅｓ ａｎｄ ｄｙｎａｍｉｃｓ ｏｆ ｐｏｌｙｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｓｉｇｎａｌｓ． Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｏｍａｉｎｓ （ＵＢＤｓ） ａｒｅ ａ
ｃｏｌｌｅｃｔｉｏｎ ｏｆ ｍｏｄｕｌａｒ ｐｒｏｔｅｉｎ ｄｏｍａｉｎｓ ｔｈａｔ ｃａｎ ｉｎｔｅｒａｃｔ ｗｉｔｈ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｏｒ ｐｏｌｙｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｃｈａｉｎｓ．
Ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｄｏｍａｉｎｓ， ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ⁃ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｍｏｔｉｆｓ， ａｎｄ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ
ｄｏｍａｉｎｓ ａｒｅ ｔｈｅ ｍｏｓｔ ｆｒｅｑｕｅｎｔｌｙ ｕｓｅｄ ＵＢＤｓ． Ｄｕｅ ｔｏ ｔｈｅ ｍｏｄｅｒａｔｅ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｏｆ ＵＢＤｓ ｔｏｗａｒｄ ｕｂｉｑ⁃
ｕｉｔｉｎ ｏｒ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｃｈａｉｎｓ， ｔａｎｄｅｍ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｅｎｔｉｔｉｅｓ （ＴＵＢＥｓ） ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ｅｎｇｉｎｅｅｒｅｄ ｗｉｔｈ
ｈｉｇｈ ａｆｆｉｎｉｔｉｅｓ （Ｋｄ ｉｎ ｔｈｅ ｎａｎｏｍｏｌａｒ ｒａｎｇｅ） ａｎｄ ｅｘｈｉｂｉｔ ｐｏｔｅｎｔｉａｌ ａｓ ｐｏｗｅｒｆｕｌ ｔｏｏｌｓ ｆｏｒ ｕｂｉｑｕｉｔｉ⁃
ｎａｔｉｏｎ ａｎａｌｙｓｉｓ． Ｂｅｃａｕｓｅ ｏｆ ｔｈｅｉｒ ａｆｆｉｎｉｔｙ ａｎｄ ｓｅｌｅｃｔｉｖｉｔｙ， ＵＢＤｓ ａｎｄ ＴＵＢＥｓ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ ａｐｐｌｉｅｄ
ｆｏｒ ｔｈｅ ｉｓｏｌａｔｉｏｎ ａｎｄ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｕｂｉｑｕｉｔｙｌａｔｅｄ ｔａｒｇｅｔｓ ｉｎ ｃａｎｃｅｒ ｃｅｌｌｓ ａｎｄ ｙｅａｓｔｓ． Ｃｏｍｐａｒｅｄ
ｗｉｔｈ ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ａｎｄ ＵＢＤｓ， ｐｅｐｔｉｄｅｓ ａｒｅ ｓｍａｌｌｅｒ ｉｎ ｓｉｚｅ ａｎｄ ｃａｎ ｂｅ ｆａｃｉｌｅｌｙ ｓｙｎｔｈｅｓｉｚｅｄ ｖｉａ
ｃｈｅｍｉｃａｌ ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ． Ｔｈｅ ｍｏｄｕｌａｒ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ ｐｅｐｔｉｄｅｓ ａｌｌｏｗｓ ｆｏｒ ｄｅ ｎｏｖｏ ｄｅｓｉｇｎ ａｎｄ ｓｃｒｅｅｎ⁃
ｉｎｇ ｏｆ ａｒｔｉｆｉｃｉａｌ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｌｉｇａｎｄｓ ｆｏｒ ｔａｒｇｅｔｅｄ ｃａｐｔｕｒｅ ｏｆ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎｓ． Ｆｕｒｔｈｅｒ⁃
ｍｏｒｅ， ｔｈｅ ｐｏｌｙｈｉｓｔｉｄｉｎｅ ｔａｇ ａｔ ｔｈｅ Ｎ⁃ｔｅｒｍｉｎｕｓ ｏｆ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｆａｃｉｌｉｔａｔｅｓ ｔｈｅ ｐｕｒｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｕｂｉｑｕｉｔｙ⁃
ｌａｔｅｄ ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ ｕｓｉｎｇ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ｍｅｔａｌ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ． Ｃｏｎｓｉｄｅｒｉｎｇ ｔｈｅ ｈｉｇｈ ｃｏｍ⁃
ｐｌｅｘｉｔｙ ｏｆ ｂｉｏｓｙｓｔｅｍｓ， ｓｔｒａｔｅｇｉｅｓ ｃｏｍｂｉｎｉｎｇ ｍｕｌｔｉｐｌｅ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｌｉｇａｎｄｓ ｈａｖｅ ｅｍｅｒｇｅｄ ｔｏ ｆｕｒｔｈｅｒ
ｉｍｐｒｏｖｅ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｅｆｆｉｃｉｅｎｃｙ ａｎｄ ｒｅｄｕｃｅ ｂａｃｋｇｒｏｕｎｄ ｉｎｔｅｒｆｅｒｅｎｃｅ． Ｓｅｖｅｒａｌ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ｏｆ
ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｗｉｔｈ ＵＢＤｓ， ａｎｔｉｂｏｄｉｅｓ ｗｉｔｈ ｐｅｐｔｉｄｙｌ ｔａｇｓ， ａｎｄ ＵＢＤｓ ｗｉｔｈ ｐｅｐｔｉｄｙｌ ｔａｇｓ ｈａｖｅ ｂｅｅｎ
ｄｅｖｅｌｏｐｅｄ ａｎｄ ｐｒｏｖｅｎ ｔｏ ｂｅ ｅｆｆｅｃｔｉｖｅ ｆｏｒ ｔｈｅ ａｎａｌｙｓｉｓ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ． Ｔｈｅｓｅ ａｆｆｉｎｉｔｙ⁃
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ｂａｓｅｄ ａｐｐｒｏａｃｈｅｓ ｓｅｒｖｅ ａｓ ｉｍｐｏｒｔａｎｔ ｓｏｌｕｔｉｏｎｓ ｆｏｒ ｓｔｕｄｙｉｎｇ ｔｈｅ ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ⁃ａｃｔｉｖｉｔｙ ｒｅｌａｔｉｏｎｓｈｉｐ ｏｆ
ｐｒｏｔｅｉｎ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ． Ｔｈｉｓ ｒｅｖｉｅｗ ｈｉｇｈｌｉｇｈｔｓ ｔｈｅ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ａｎｄ ｒｅｃｅｎｔ ａｄｖａｎｃｅｓ ｉｎ ａｆｆｉｎｉｔｙ
ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｔｅｃｈｎｉｑｕｅｓ ｆｏｒ ａｎａｌｙｚｉｎｇ ｐｒｏｔｅｉｎ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ， ｆｏｃｕｓｉｎｇ ｏｎ ｔｈｅ ｍｅｔｈｏｄｓ ｕｓｉｎｇ ａｎｔｉ⁃
ｂｏｄｉｅｓ， ＵＢＤｓ， ｐｅｐｔｉｄｅｓ， ａｎｄ ｔｈｅｉｒ ｃｏｍｂｉｎａｔｉｏｎｓ ａｓ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｌｉｇａｎｄｓ． Ｆｕｒｔｈｅｒ， ｔｈｅｉｒ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ
ｉｎ ｔｈｅ ｅｎｒｉｃｈｍｅｎｔ ｏｆ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ⁃ｍｏｄｉｆｉｅｄ ｓｕｂｓｔｒａｔｅｓ ａｎｄ ｔｈｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｏｆ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ ｓｔｒｕｃ⁃
ｔｕｒｅｓ ａｒｅ ｉｎｔｒｏｄｕｃｅｄ． Ａｄｄｉｔｉｏｎａｌｌｙ， ｒｅｍａｉｎｉｎｇ ｃｈａｌｌｅｎｇｅｓ ｉｎ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｓｅｐａｒａｔｉｏｎ ｏｆ ｐｒｏｔｅｉｎ ｕｂｉｑｕｉｔ⁃
ｉｎａｔｉｏｎ ａｎｄ ｐｅｒｓｐｅｃｔｉｖｅｓ ａｒｅ ｄｉｓｃｕｓｓｅｄ．
Ｋｅｙ ｗｏｒｄｓ： ｐｒｏｔｅｉｎ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ； ａｆｆｉｎｉｔｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ （ＡＦＣ）； ａｎｔｉｂｏｄｙ； ｐｅｐｔｉｄｅ

　 　 将蛋白质贴上泛素分子（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ， Ｕｂ）标签，
即泛素化，是真核生物最普遍、最复杂的翻译后修饰

方式之一，参与并调控着包括蛋白质降解、ＤＮＡ 修

复和信号转导等诸多生理过程［１－３］。 泛素化过程的

失调或紊乱与癌症、阿尔兹海默症、亨廷顿病等人类

重大疾病密切相关［４－６］。 可见，全面而深入认识蛋

白质泛素化修饰，对于蛋白质新功能的揭示，疾病靶

标的发现和化学干预具有重要作用。 泛素化过程是

一个涉及多种酶的级联催化反应。 通过将泛素分子

Ｃ 端羧基连接到底物蛋白质的赖氨酸（Ｌｙｓ， Ｋ）残

基的 ε⁃氨基上，即可实现蛋白质的泛素化修饰［７，８］

（见图 １ａ）。 泛素化修饰过程复杂，产物、位点、形式

多样，给蛋白质泛素化的功能解析和调控研究带来

了巨大的挑战。 不同于磷酸化、甲基化等小分子修

饰基团，泛素分子自身是一个含有 ７６ 个氨基酸的小

蛋白，其中 Ｎ⁃端甲硫氨酸（Ｍｅｔ１， Ｍ１）自由氨基和 ７
个赖氨酸残基（Ｋ６、Ｋ１１， Ｋ２７、Ｋ２９、Ｋ３３、Ｋ４８、Ｋ６３）
的侧链氨基可以作为反应位点继续被修饰，形成不

同长度、不同结构的泛素链，传递不同的信号，执行

不同的功能（见图 １ａ）。 Ｋ４８ 泛素链主要参与蛋白

质经蛋白酶体的降解过程，Ｋ６３ 泛素链在 ＤＮＡ 损伤

修复、信号转导、免疫应答等过程发挥作用，Ｍ１ 泛

素链是炎症信号通路的关键调节因子，Ｋ１１ 泛素链

参与细胞周期的调控，Ｋ６ 泛素链和线粒体的质量控

制相关，Ｋ２７ 泛素链调节先天性免疫应答过程，Ｋ２９
和 Ｋ３３ 泛素链参与多种激酶的修饰［１－３，９－１１］。 此外，
泛素还可进一步进行磷酸化等其他多种类型的翻译

后修饰［１２］，进一步增加了蛋白质泛素化的多样性和

复杂性（见图 １ｂ）。
　 　 生命分离分析新原理和新方法为蛋白质泛素化

结构和功能探测提供了重要突破口。 亲和分离技术

是基于生物分子之间特异性相互作用发展而来的，
广泛用于亲和色谱、样品前处理等领域［１３］。 近年

来，以相应的泛素化修饰为靶标，构建高亲和力、高

图 １　 （ａ）泛素的氨基酸序列、三维结构和修饰位点［８］与
（ｂ）泛素化修饰类型示意图

Ｆｉｇ． １　 （ａ） Ｓｅｑｕｅｎｃｅ， ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ａｎｄ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ
ｏｆ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ［８］ ａｎｄ （ｂ） ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ
ｏｆ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎａｔｉｏｎ ｔｙｐｅｓ

　

Ｕｂ： ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ．

专一性的亲和配基，发展亲和分离新方法，成为蛋白

质泛素化修饰分析研究的有力工具［８，１４］。 与此同

时，质谱技术的高速发展为泛素化蛋白质的高通量

鉴定提供了保障［１５－１７］。 将亲和分离和液相色谱⁃质
谱联用技术结合，是泛素化修饰通路研究中不可或

缺的方法［１８］，为揭示蛋白质泛素化修饰的生物学效

应、探索疾病调控规律提供重要信息。 本文针对亲

和分离新材料和新方法在蛋白质泛素化修饰分析中

的应用进展进行了综述。
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１　 免疫亲和分离法用于泛素化修饰分析

　 　 免疫亲和分离是基于抗原⁃抗体特异性相互作

用进行目标分子分离的方法。 抗体作为最经典的生

物识别分子，具有亲和力高、选择性好的特点，在蛋

白质泛素化的分离分析中发挥了至关重要的作

用［１９］。 例如，泛素分子的单克隆抗体既可特异性识

别单泛素化产物，也能识别多泛素化缀合物，已广泛

应用于泛素化蛋白质的分离富集［２０］。 此外，Ｋ４８、
Ｋ６３ 和 Ｍ１ 等泛素链的特异性抗体也被用作特定泛

素链的亲和识别配基，在相关泛素化功能研究中发

挥作用［２１－２３］。
　 　 泛素化蛋白质经酶解后，产生的非泛素化肽段

对泛素化位点的检测产生严重干扰。 为了促进蛋白

质泛素化位点的高通量鉴定，美国哈佛大学⁃麻省理

工学院 Ｂｒｏａｄ 研究所的 Ｕｄｅｓｈｉ 等［２４］ 以抗赖氨酸⁃
ε⁃甘氨酸⁃甘氨酸（Ｌｙｓ⁃ε⁃Ｇｌｙ⁃Ｇｌｙ， Ｋ⁃ε⁃ＧＧ）抗体为

亲和配基，将其化学交联在蛋白 Ａ 琼脂糖珠表面，
制备了新型分离材料，用于泛素化肽段的富集。 泛

素分子 Ｃ 端存在精氨酸⁃甘氨酸⁃甘氨酸（Ａｒｇ⁃Ｇｌｙ⁃
Ｇｌｙ， ＲＧＧ）三肽片段，其中 Ｃ 末端甘氨酸的羧基通

过异肽键连接到底物蛋白质的赖氨酸残基的 ε⁃氨
基上，由此形成特征的 Ｋ⁃ε⁃ＧＧ 标签，可被 Ｋ⁃ε⁃ＧＧ
抗体特异性识别（见图 ２）。 因此，含 Ｋ⁃ε⁃ＧＧ 抗体

的琼脂糖珠可用于蛋白质泛素化修饰的特异性分

析。 利用该方法，实现了细胞和组织样本中泛素化

肽段的亲和分离，结合 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 鉴定到了 １０ ０００
个泛素化位点。

图 ２　 蛋白质泛素化修饰位点 Ｋ⁃ε⁃ＧＧ 的结构
Ｆｉｇ． ２　 Ｓｔｒｕｃｔｕｒｅ ｏｆ Ｋ⁃ε⁃ＧＧ ｓｉｔｅ
Ｘ ｄｅｎｏｔｅｓ ａｎｙ ｏｔｈｅｒ ａｍｉｎｏ ａｃｉｄ．

　 　 如前所述，泛素化修饰种类多样复杂，且泛素自

身也会被进一步修饰，因此亟需特异性更高的抗体

作为识别元件。 虽然抗 Ｋ⁃ε⁃ＧＧ 抗体在泛素化鉴定

中发挥了重要作用，研究发现神经前体细胞表达下

调因子 ８（ｎｅｕｒａｌ ｐｒｅｃｕｒｓｏｒ ｃｅｌｌ ｅｘｐｒｅｓｓｅｄ ｄｅｖｅｌｏｐ⁃
ｍｅｎｔａｌｌｙ ｄｏｗｎ ｒｅｇｕｌａｔｅｄ ８， ＮＥＤＤ８）、干扰素刺激

基因 １５（ ｉｎｔｅｒｆｅｒｏｎ⁃ｓｔｉｍｕｌａｔｅｄ ｇｅｎｅ １５， ＩＳＧ１５）等

类泛素分子也会对蛋白质进行修饰，ＮＥＤＤ８ 或

ＩＳＧ１５ 的底物蛋白质经酶切后也会产生 Ｋ⁃ε⁃ＧＧ 结

构，从而干扰泛素化位点的鉴定。 为了解决这些问

题，Ａｋｉｍｏｖ 等［１４］ 以泛素分子 Ｃ 端独有的 １３ 肽

（ＥＳＴＬＨＬＶＬＲＬＲＧＧ）为靶标，制备了一种新型的单

克隆抗体 ＵｂｉＳｉｔｅ。 当泛素化蛋白质经赖氨酸 Ｃ 端

内切酶（ＬｙｓＣ）水解后，泛素分子 Ｃ 端的 １３ 个氨基

酸被保留在底物肽段上，因而可被 ＵｂｉＳｉｔｅ 特异性

识别。 利用 ＵｂｉＳｉｔｅ 为配基的亲和分离材料，他们

实现了不同组织来源细胞样本中泛素化肽段的富集

分离，结合 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 鉴定到了 ６３ ４５５ 个泛素化位

点，对应 ９ ２０７ 个泛素化蛋白质，同时鉴定了 １０４ 个 Ｎ
末端泛素化蛋白质，发现 Ｎ 末端泛素化和乙酰化之

间呈负相关，为相关的生物学研究提供了重要信息。

２　 基于 ＵＢＤｓ 亲和识别的泛素化修饰分析

　 　 泛素结合结构域（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｂｉｎｄｉｎｇ ｄｏｍａｉｎｓ，
ＵＢＤｓ）一般由 ２０ ～ １５０ 个氨基酸组成，与泛素或多

聚泛素链存在特异性相互作用［２５］。 目前已鉴定出

近 ２５ 个不同亚家族的 ＵＢＤｓ，包括泛素相关结构域

（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｄｏｍａｉｎ， ＵＢＡ）、泛素相互作

用基序（ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ⁃ｉｎｔｅｒａｃｔｉｎｇ ｍｏｔｉｆｓ， ＵＩＭｓ）、锌指

（ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ， ＺｎＦ） 家族的泛素结合锌指结构域

（ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｄｏｍａｉｎ， ＵＢＺ ）
等［１２］。 其中一些 ＵＢＤｓ 对特定泛素修饰方式具有

专一性识别能力 （见图 ３），如：蛋白 ｈＨＲ２３Ａ 的

ＵＢＡ 可优先结合 Ｋ４８ 泛素链；受体相关蛋白 ８０
（ ｒｅｃｅｐｔｏｒ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｐｒｏｔｅｉｎ ８０， ＲＡＰ８０ ） 中 的

ＵＩＭｓ 可特异性识别 Ｋ６３ 泛素链［８，９］。 以这些 ＵＢＤｓ
为亲和配基，制备分离材料，在蛋白质泛素化修饰研

究中具有重要的应用价值。
　 　 随着蛋白质泛素化研究的日益深入，基于

ＵＢＤｓ 的亲和分离法面临一些挑战。 和抗体相比，
多数 ＵＢＤｓ 和泛素分子之间亲和力弱（Ｋｄ ＝ １０～５００
μｍｏｌ ／ Ｌ）；同时 ＵＢＤｓ 对不同类型的泛素链具有亲

和力差异，难以全面反映蛋白质的泛素化水平。 为

了获得具有普适性的 ＵＢＤｓ，提高泛素化蛋白质的

分离效率，Ｇａｏ 等［２６］利用多个对不同泛素链具有结

合力的 ＵＢＤｓ 为识别配基，以聚甘氨酸为柔性连接

分子，构建了串联杂交泛素结合结构域（Ｔａｎｄｅｍ
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图 ３　 （ａ）ＵＢＤｓ 的识别位点与（ｂ）ＵＢＤｓ⁃泛素复合体的

结构模型［８］

Ｆｉｇ． ３　 （ａ） ＵＢＤｓ ｒｅｃｏｇｎｉｔｉｏｎ ｓｉｔｅｓ ａｎｄ （ｂ） ｓｔｒｕｃｔｕｒａｌ
ｍｏｄｅｌ ｏｆ ＵＢＤｓ⁃ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ ｃｏｍｐｌｅｘ［８］

　 ＵＢＡ： ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ⁃ａｓｓｏｃｉａｔｅｄ ｄｏｍａｉｎ； Ａ２０ ＺｎＦ： Ａ２０ ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ
ｄｏｍａｉｎ； ＺｎＦ＿ＵＢＰ： ｚｉｎｃ ｆｉｎｇｅｒ ｏｆ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ⁃ｓｐｅｃｉｆｉｃ ｐｒｏｃｅｓｓｉｎｇ
ｐｒｏｔｅａｓｅ ｄｏｍａｉｎ．

ｈｙｂｒｉｄ ＵＢＤｓ， ＴｈＵＢＤｓ）。 ＴｈＵＢＤｓ 由 ２～４ 个混合

型 ＵＢＤｓ 单元串联而成，有利于多位点同时识别，可
实现对 ７ 种不同泛素链的高效结合，其中 ＴｈＵＢＤｓ
和 Ｋ４８ 泛素链的 Ｋｄ 值可达 ４ ４６ μｍｏｌ ／ Ｌ。 结合该

亲和分离方法，实现了高转移人肝癌细胞中泛素化

蛋白质的分离纯化；结合 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 技术，成功鉴

定了 １ １２５ 个泛素化蛋白质。
　 　 泛素链的长度往往通过分析其凝胶电泳的迁移

率来确定。 底物蛋白质上泛素化修饰位点的多样性

为不同泛素链的长度测定提出了巨大的挑战。
Ｔｓｕｃｈｉｙａ 等［２７］通过串联 ＵＢＡ 片段，构建了可特异

性识别多聚泛素链的串联泛素结合实体（ ｔａｎｄｅｍ
ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｅｎｔｉｔｉｅｓ， ＴＵＢＥｓ），建立了一种泛

素链长度分析新方法 Ｕｂ⁃ＰｒｏＴ（Ｕｂ ｃｈａｉｎ ｐｒｏｔｅｃ⁃
ｔｉｏｎ ｆｒｏｍ ｔｒｙｐｓｉｎｉｚａｔｉｏｎ）。 ＴＵＢＥｓ 和泛素链的结

合可保护泛素化蛋白质不受去泛素化酶（ｄｅｕｂｉｑｕｉｔ⁃
ｉｎａｓｅｓ， ＤＵＢｓ）和蛋白酶体的降解，保持了完整的

结构特性，进而可用电泳对其长度进行简单快速分

析。 该研究团队将 Ｕｂ⁃ＰｒｏＴ 应用于酵母裂解物中

底物蛋白质上泛素链的长度测定，发现 Ｋ１１ 和 Ｋ６３
泛素链主要以二聚体形式存在，而 Ｋ４８、Ｋ６ 和 Ｋ２９
泛素链中泛素分子多达 ７ 个；揭示了哺乳动物细胞

中表皮生长因子受体 （ ｅｐｉｄｅｒｍａｌ ｇｒｏｗｔｈ ｆａｃｔｏｒ
ｒｅｃｅｐｔｏｒ， ＥＧＦＲ）泛素修饰特点，其中 Ｋ６３ 连接的

泛素链以四聚体至六聚体为主。

３　 基于多肽识别的泛素化修饰分析

　 　 多肽是重要的内源性生理活性物质，参与调节

生物体内众多的生理过程［２８，２９］。 和抗体等生物大

分子相比，多肽具有相对分子质量小、分子相互作用

快、可控性强、制备简便稳定等特点。 针对细胞、蛋
白质等靶标，人工设计合成靶向多肽，已成为化学和

生物学关注的热点，也为复杂生命体系的分离分析

提供了识别工具［３０－３７］。 在泛素分子末端加多聚组

氨酸标签（Ｈｉｓ６ ⁃ｔａｇ），再利用固定化金属离子亲和

色谱（ ｉｍｍｏｂｉｌｉｚｅｄ ｍｅｔａｌ ａｆｆｉｎｉｔｙ ｃｈｒｏｍａｔｏｇｒａｐｈｙ，
ＩＭＡＣ）进行泛素化蛋白质的分离、富集或纯化［３８］，
是多肽识别在泛素化修饰分析中的一个重要应用。
镍离子固定化亲和色谱分离主要在变性条件下进

行，有效降低了 ＤＵＢｓ 对泛素化蛋白质的水解活性，
同时可避免蛋白⁃蛋白相互作用引起的非泛素化蛋

白质的结合，在蛋白质泛素化的分离分析中具有独

特优势［１３，３９］。
　 　 由直链多肽环化形成的环肽具有亲和力高、选
择性好、抗生物降解等优势，在特定泛素链的高效分

离中具有应用前景［４０，４１］。 以色列理 工 学 院 的

Ｎａｗａｔｈａ等［４２］ 分别以 Ｋ４８ 泛素二聚体（ Ｋ４８Ｕｂ２）和

泛素四聚体（ Ｋ４８Ｕｂ４）为靶标，利用 ｍＲＮＡ 展示技术

获得随机肽库，筛选得到了靶向环肽 Ｕｂ２ｉ、Ｕｂ２ｉｉ、
Ｕｂ４ｉ 及 Ｕｂ４ｉｘ。 利用表面等离子体共振（ ｓｕｒｆａｃｅ
ｐｌａｓｍｏｎ ｒｅｓｏｎａｎｃｅ， ＳＰＲ）及１Ｈ⁃、１５Ｎ⁃ＮＭＲ 分析了

环肽和 Ｋ４８ 泛素链的相互作用。 结构分析表明，
Ｕｂ２ｉｉ 和Ｋ４８Ｕｂ２ 的作用位点位于泛素分子由亮氨酸、
异亮氨酸和缬氨酸形成的疏水表面，结合比为 １ ∶１，
Ｕｂ４ｉｘ 则同时结合Ｋ４８Ｕｂ４ 的前 ３ 个泛素分子。 其中

３ 种环肽（Ｕｂ２ｉ、Ｕｂ２ｉｉ 和 Ｕｂ４ｉ）对Ｋ４８ Ｕｂ２ 及Ｋ４８ Ｕｂ４

均具有高结合能力，亲和力可达 ｎｍｏｌ 水平；环肽

Ｕｂ４ｉｘ 则 可 特 异 性 识 别Ｋ４８ Ｕｂ４， Ｋｄ 值 低 至 ６
ｎｍｏｌ ／ Ｌ。 针对不同结构泛素链设计筛选亲和多肽

作为识别配基，为蛋白质泛素化特异性分析提供了

新工具。
　 　 相比于 Ｋ４８、Ｋ６３ 修饰泛素链的相对高丰度，
Ｋ６、Ｋ２９ 和 Ｋ３３ 泛素链在细胞内含量极低，并且缺

乏特异性识别分子。 剑桥大学的 Ｍｉｃｈｅｌ 等［４３］ 以

Ｋ６ 和 Ｋ３３ 泛素链为靶标，通过多肽噬菌体展示技

术，筛选出了 Ｋ６ 和 Ｋ３３ 泛素链的多肽 Ａｆｆｉｍｅｒ，测
定了 Ａｆｆｉｍｅｒ 和 Ｋ６、Ｋ３３、Ｋ１１ 泛素链的结合热力学

和动力学特性。 其中，Ｋ６ Ａｆｆｉｍｅｒ 可特异性识别 Ｋ６
泛素链 （Ｋｄ ＜ １ ｎｍｏｌ ／ Ｌ）， Ｋ３３ Ａｆｆｉｍｅｒ 对 Ｋ３３ 和

Ｋ１１ 泛素链均具有高效结合能力（见图 ４）。 他们将

Ｋ６ Ａｆｆｉｍｅｒ 应用于人胚胎肾细胞中泛素化蛋白质的

·０３·
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图 ４　 多肽 Ａｆｆｉｍｅｒ的表征和应用［４３］

Ｆｉｇ． ４　 Ｃｈａｒａｃｔｅｒｉｚａｔｉｏｎ ａｎｄ ａｐｐｌｉｃａｔｉｏｎｓ ｏｆ ａｆｆｉｍｅｒ［４３］

亲和分离，结合绝对定量法和 ｂｏｔｔｏｍ⁃ｕｐ 分析方法，
不仅实现了 Ｋ６ 泛素链的高效富集，而且鉴定了泛

素连接酶 ＨＵＷＥ１；揭示了 ＨＵＷＥ１ 介导线粒体融

合蛋白 ２（ｍｉｔｏｆｕｓｉｎ２， Ｍｆｎ２）上 Ｋ６ 泛素链的修饰

功能。

４　 基于多种亲和配基的泛素化修饰分离分析

　 　 细胞内泛素化蛋白质的含量普遍很低。 通过单

一亲和配基直接分离复杂生物样品中的泛素化蛋白

质或肽段，分离效果仍比较有限，尤其是一些非典型

的、丰度极低的泛素化修饰类型，很难实现高效富

集。 为了降低背景干扰，提高亲和分离效率，利用多

种配基进行串联或并联识别，可望实现蛋白质泛素

化的高效、高灵敏度分离分析。 例如，将生物素⁃链
霉亲和素识别体系（Ｋｄ ＝ １０－１５ｍｏｌ ／ Ｌ）与 Ｈｉｓ６ ⁃金属

离子识别相结合，研究人员构建了新型串联亲和标

签：组氨酸⁃生物素 （ ｈｉｓｔｉｄｉｎｅ⁃ｂｉｏｔｉｎ， ＨＢ） ［４４］。 携

带 ＨＢ 标签的泛素化蛋白质可在变性条件下，被镍

亲和树脂、链霉亲和素琼脂糖捕获，从而实现分离纯

化。 基于该方法，在酵母细胞中分离鉴定到了 ２５８
个泛素化蛋白质。 密歇根大学的 Ｍａｉｎｅ 等［４５］ 利用

泛素分子 Ｎ 端的 Ｈｉｓ６ 标签，结合底物蛋白 Ｃ 端的

生物素标记，建立了一种双分子亲和纯化法。 镍亲

和色谱的初次分离，可得到所有泛素化蛋白质；后续

链霉亲和素的再次纯化，可去除其他非目标蛋白质

的干扰，最终得到所需的泛素化靶蛋白。 该方法被

应用于 ３ 种特定泛素化靶蛋白的分离，纯度高达

９５％。
　 　 联合使用抗体和 ＵＢＤｓ 作为亲和配基，进行蛋

白质泛素化的识别和分离分析，也是一种行之有效

的方法。 为了实现泛素连接酶相关底物蛋白质的高

效鉴定，Ｙｏｓｈｉｄａ 等［４６］ 利用蛋白 Ｕｂｉｑｕｉｌｉｎ１ 的 ＵＢＡ
片段，构建了携带 ＦＬＡＧ 标签的 ＴＵＢＥｓ。 ＴＵＢＥｓ
对 ８ 种泛素链均具有结合能力，可防止底物蛋白的

去泛素化和降解。 在 ＴＵＢＥｓ 对泛素链识别的基础

上，利用抗 ＦＬＡＧ 抗体和抗 Ｋ⁃ε⁃ＧＧ 抗体进行两步

亲和纯化，实现了底物蛋白泛素化肽段的高效分离

富集。 结合 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 方法， 鉴定到了连接酶

ＦＢＸＯ２１ 的底物蛋白质，可望成为泛素连接酶功能

研究的有效手段（见图 ５）。
　 　 一系列酶促级联反应执行蛋白质泛素化过程。
如何高效分离并鉴定泛素连接酶特异性底物蛋白

质，对于认识泛素化过程具有重要意义。 Ｍａｒｋ
等［４７］通过泛素连接酶和 ＵＢＡ 片段的融合，设计了

携带 ＦＬＡＧ 标签的连接酶陷阱（ ｌｉｇａｓｅ ｔｒａｐ）。 ＵＢＡ
和泛素链的结合，有利于提高连接酶对其泛素化底
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图 ５　 底物鉴定过程的示意图［４６］

Ｆｉｇ． ５　 Ｓｃｈｅｍａｔｉｃ ｒｅｐｒｅｓｅｎｔａｔｉｏｎ ｏｆ ｔｈｅ ｓｕｂｓｔｒａｔｅ ｉｄｅｎｔｉｆｉｃａｔｉｏｎ ｐｒｏｃｅｓｓｅｓ［４６］

ＴＲ⁃ＴＵＢＥ： ｔｒｙｐｓｉｎ⁃ｒｅｓｉｓｔａｎｔ ｔａｎｄｅｍ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ⁃ｂｉｎｄｉｎｇ ｅｎｔｉｔｉｅｓ； ＴＢＳ⁃Ｎ： ｔｒｉｓ ｂｕｆｆｅｒｅｄ ｓａｌｉｎｅ； ＩＰ： ｉｍｍｕｎｏｐｒｅｃｉｐｉｔａｔｉｏｎ．

物的亲和力。 针对连接酶陷阱上的 ＦＬＡＧ 标签和泛

素分子上的 Ｈｉｓ６ 标签，以抗 ＦＬＡＧ 抗体和镍离子为

识别单元，建立了串联亲和纯化方法，实现了酵母和

哺乳动物细胞中泛素连接酶相关底物蛋白的亲和分

离；结合质谱技术，鉴定到了多种新型底物蛋白。
　 　 类泛素化修饰（ ｓｍａｌｌ ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ⁃ｌｉｋｅ ｍｏｄｉｆｉｅｒ，
ＳＵＭＯ）与泛素化修饰密切相关，但研究两种修饰之

间相互关系的分析方法仍比较有限。 为了同时鉴定

蛋白质泛素化和 ＳＵＭＯ 化修饰，ＭｃＭａｎｕｓ 等［４８］ 突

变 ＳＵＭＯ 分子 Ｃ 端肽段序列（ＱＱＱＴＧＧ）为 ＲＮＱＴ⁃
ＧＧ，因此 ＳＵＭＯ 化修饰蛋白质酶解后将产生含有

Ｋ（ＮＱＴＧＧ）结构的肽段，可被抗 Ｋ（ＮＱＴＧＧ）抗体

特异性识别；同时构建了携带 Ｈｉｓ６ 标签的 ＳＵＭＯ 突

变体（ＳＵＭＯ３ｍ）。 通过上述分子设计，利用镍亲和

树脂分离得到了 ＳＵＭＯ 化修饰蛋白质，富集倍数高

达 １００ 倍；继而利用抗 Ｋ（ＧＧ）抗体及抗 Ｋ（ＮＱＴ⁃
ＧＧ）抗体进行免疫沉淀，实现了泛素化肽段和

ＳＵＭＯ化肽段的亲和分离。 基于高的富集倍率和选

择性，结合 ＬＣ⁃ＭＳ ／ ＭＳ 技术，仅需 １６ ｍｇ 细胞提取

物，即可鉴定 ８ ０００ 多个 ＳＵＭＯ 化修饰位点，以及

３ ５００ 多个泛素化修饰位点，为阐明两种蛋白质修饰

之间的功能和联系提供了关键技术手段。

５　 总结与展望

　 　 基于生物分子间特异性相互作用的亲和分离技

术，在蛋白质泛素化修饰分析中发挥了举足轻重的

作用。 一些天然存在的识别配基，如：抗体、ＵＢＤｓ
和生物素等，已成功用于泛素化修饰蛋白质的分离

富集之中。 与此同时，人工设计筛选新型识别分子

（如：靶向多肽），也得到了关注，并为泛素化修饰的

特异性分析提供了新工具。 不仅如此，多种亲和识

别配基的联合使用，拓宽了泛素化蛋白质高选择性

分析的思路，降低了复杂生物体系中的背景干扰，提
高了分离富集的效率。 不同亲和分离方法可望为蛋

白质泛素化结构与功能的认识提供新工具，在药物

新靶标的发现、治疗干预等方面具有应用潜能。
　 　 然而蛋白质泛素化修饰的研究仍存在诸多挑

战。 一些细胞内含量极低的非典型泛素化修饰

（如：Ｋ６、Ｋ２７、Ｋ２９ 和 Ｋ３３ 泛素链），其功能尚未完

全揭示；和同型泛素链相比，混合型泛素链和分支型

泛素链结构更为复杂，对异型泛素链的识别和功能

研究仍非常欠缺。 因此，针对这些泛素化分子特征，
构建新的亲和识别分子，建立高效、高选择性的亲和

分离方法，对于满足这些低丰度、可能具有关键生物

功能的泛素链的分离分析具有非常重要的意义，也
是未来研究关注的方向。
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