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泛素蛋白（Ｕｂ：ｕｂｉｑｕｉｔｉｎ）是真核细胞中高度保

守又极其重要的一类信号蛋白，它通过与下游靶蛋

白的相互作用调控多种细胞信号通路。与 Ｕｂ相互

作用的靶蛋白非常多、在细胞内分布极其广泛［１，２］，

几乎参与了所有的生命活动过程［３］。多个 Ｕｂ之间

可以以异肽键共价连接，形成二聚或多聚 Ｕｂ。Ｕｂ
之间可以有８种不同的连接方式，以不同方式连接

的多聚Ｕｂ调控不同的信号通路，参与不同的生命

过程。其中，Ｋ４８和 Ｋ６３位连接的 Ｕｂ多聚体研究

得最多，通常认为是“经典”的多聚形式［１］。前者参

与蛋白质的降解过程，而后者主要与ＤＮＡ的损伤

修复以及先天性细胞免疫相关［２，４］。晶体学的研究

表明，Ｋ４８－泛素多聚体的亚基相互靠近，呈闭合

态［５—７］，而Ｋ６３－泛素多聚体的亚基相互远离，呈打开

态［３，８，９］。因此，较早的观点认为这种结构上的差异

使得它们行使不同的功能。

事实上，结构和功能的关系没有这么简单。在

体内环境的溶液条件下，蛋白质在行使功能的时候

其结构通常是动态变化的，蛋白质在生理条件下可

同时存在多种构象，构象之间的相互转化使得蛋白

质能够识别不同的靶蛋白、行使不同的功能［１０］。关

于多聚Ｕｂ的结构与功能的关系也需要从动态结构

的角度来考量。近年来，我们联合顺磁核磁共振
（ＰＲＥ－ＮＭＲ）与多种生物物理方法，建立并完善了

一套适用于蛋白质动态结构和功能研究的理论和方

法（ｈｔｔｐ：／／ｗｗｗ．ｔａｎｇｌａｂ．ｏｒｇ），可用于蛋白质瞬态

结构的研究，揭示蛋白质不同构象之间的转化过

程［１１—１４］。采用这套研究手段，我们成功地解析了泛

素以及Ｋ６３－泛素二聚体（Ｋ６３－ｄｉＵｂ）原子分辨率的

动态系综结构，阐明了它们行使功能的分子机制，研

究成 果 发 表 在 Ａｎｇｅｗ　Ｃｈｅｍ　Ｉｎｔ　Ｅｄ 和ｅＬｉｆｅ
上［１５，１６］，并应邀在国际磁共振学会２０１５年年会上作

报告（ｈｔｔｐ：／／ｉｓｍａｒ２０１５．ｅｃｎｕ．ｅｄｕ．ｃｎ／ｓ／３４４／ｔ／１０８２／

ｐ／６６／ｃ／１３２４０／ｌｉｓｔ．ｈｔｍ）。

１　泛素的非共价二聚相互作用

２００８年，Ｌａｎｇｅ等人研究发现 Ｕｂ在没有结合

靶蛋白的时候，其三级结构在ｎｓ到μｓ的时间尺度

动态变化，以系综结构形式存在。其中有些结构与

结合了靶蛋白后的复合体中 Ｕｂ的结构类似，因此

作者认为，Ｕｂ可以通过在三级结构水平上的构象选

择来识别不同的靶蛋白［１７］。但是，Ｕｂ在细胞中主

要以多聚Ｕｂ的形式存在。因此，Ｕｂ的四级结构是

怎样动态变化，是与 Ｕｂ生理功能更为相关的一个

命题。

我们采用ＰＲＥ－ＮＭＲ的技术首次检测到了 Ｕｂ
分子间的非共价二聚相互作用，并解析了 Ｕｂ蛋白

之间的非共价二聚体的系综结构，描述了 Ｕｂ在四

级结构水平的动态变化［１５］。我们把顺磁探针 ｍａｌｅ－

ｉｍｉｄｅ－ＥＤＴＡ（Ｍｎ２＋）分别标记在一个 Ｕｂ蛋白的

Ｋ１１Ｃ，Ｋ４８Ｃ，Ｋ６３Ｃ位点，然后将其与另一个１５　Ｎ标

记的Ｕｂ蛋白按１∶１的摩尔比混合，测量分子间的

弛豫增强。

分子间的ＰＲＥ表明 Ｕｂ分子间存在弱的二聚

相互作用，依据这些ＰＲＥ数据，通过模拟退火计算，

我们解析了这类非共价二聚体的系综结构（ＫＤ≈
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５ｍＭ）（图１）。系综结构表明，Ｕｂ的非共价二聚体
中，两个亚基的空间取向非常丰富，提示这些构象之
间可以相互转换。由于 Ｕｂ的非共价二聚相互作
用，Ｕｂ原本溶液暴露的界面被包埋起来（β－折叠区
域），面积达到６００２，由于该界面也是 Ｕｂ与众多
靶蛋白相互作用的界面，因此 Ｕｂ有可能通过自身
的非共价二聚相互作用来调控它与靶蛋白的相互作

用，进而实现对细胞泛素信号通路的控制。另一方

面，Ｕｂ可以形成多种Ｌｙｓ连接方式的共价二聚体，

结构对比表明，我们解析的 Ｕｂ非共价二聚体的系
综结构涵盖了多种共价连接的二聚体（比如Ｋ４８－ｄｉ－
Ｕｂ，Ｋ６３－ｄｉＵｂ等）。因此，Ｕｂ非共价的二聚相互作
用也有可能存在于共价二聚体中，并调节后者的四
级结构，使得不同连接方式的 Ｕｂ二聚体呈现不同
的四级结构，行使不同的功能［１８］。

图１　Ｕｂ非共价二聚相互作用的表征和系综结构。顺磁探针标记位点ａ）Ｋ１１Ｃ，ｂ）Ｋ４８Ｃ，ｃ）Ｋ６３Ｃ检测到的分子间ＰＲＥ，
实验值与（红色实心圆圈）与理论计算值（蓝色线）吻合度很好，ｄ）描述Ｕｂ的非共价二聚相互作用及其二聚体的系综结构，
红色区域标识相互作用的界面
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２　Ｋ６３－ｄｉＵｂ同时存在打开态与两类闭合态
结构

　　２０１２年Ｙｕ等人运用单分子荧光能量共振转移
（ｓｍＦＲＥＴ）的研究手段发现Ｋ６３位连接的Ｕｂ的二
聚泛素（Ｋ６３－ｄｉＵｂ）在没有结合靶蛋白的时候同时
存在打开态与闭合态两种构象，该研究首次提出了

Ｋ６３－ｄｉＵｂ的闭合态。但由于ｓｍＦＲＥＴ只能提供单
个的距离信息，因此无法计算得到 Ｋ６３－ｄｉＵｂ高分
辨率的系综结构，也无法对闭合态的构象进行区分。
我们采用了ＰＲＥ－ＮＭＲ技术，研究 Ｋ６３－ｄｉＵｂ

的构象分布。我们将顺磁探针 ＭＴＳ分别标记在

Ｋ６３－ｄｉＵｂ的ｄｉｓｔａｌ亚基的 Ｋ４８Ｃ和 Ｎ２５Ｃ位点，测
量ｐｒｏｘｉｍａｌ亚基的ＰＲＥ。通过对 Ｕｂ间的ＰＲＥ约
束进行优化拟合，我们得到了 Ｋ６３－ｄｉＵｂ的系综结
构。结构分析表明，Ｋ６３－ｄｉＵｂ除了有打开态以外，
还存在有两类闭合态结构（图２）［１６］，我们称之为Ｃ１
和 Ｃ２：打开态与 Ｃ１，Ｃ２ 的 比 例 分 别 是 ３０％，

５２．５％，１７．５％。其中，Ｃ１态的结构与结合了负责
启动天然免疫ＮＦ－κＢ通路的 Ａ２０蛋白的复合体中
的Ｋ６３－ｄｉＵｂ的结构相似，Ｃ２态的结构与结合了负
责终止天然免疫 ＮＦ－κＢ通路的ＴＡＫ１的复合体中
的Ｋ６３－ｄｉＵｂ的结构相似。进一步，我们通过在

Ｋ６３－ｄｉＵｂ的Ｕｂ之间的作用界面引入特定的突变
来改变打开态、Ｃ１、Ｃ２三者之间的比例。我们发现，

Ｋ６３－ｄｉＵｂ已有的构象态的比例与其和相应靶蛋白
的结合强度相关，即 Ｋ６３－ｄｉＵｂ打开态的比例升高
时，和打开态相作用的相应靶蛋白与其结合就变强，
而闭合态Ｃ１或Ｃ２的比例降低时，与其相作用的靶

蛋白的结合则减弱。综上，我们的结果表明，Ｋ６３－
ｄｉＵｂ的三个构象态之间互相转化，以构象选择机制
识别来不同靶蛋白，开启相应的信号通路（图３）。

３　小　结

Ｕｂ不仅可以通过自身三级结构的变化识别不
同的靶蛋白，更可以通过非共价的二聚相互作用调

图２　Ｋ６３－ｄｉＵｂ的两类闭合态结构。ａ），闭合态结构通过降
维处理投影后可以明显区分为两类，其中有些构象和 Ｋ６３－
ｄｉＵｂ复合体中的构象相似；ｂ），Ｋ６３－ｄｉＵｂ结合 Ａ２０ＮＺＦ和
ＴＡＫ１／ＴＡＢ２ＺｎＦ４靶蛋白后的结构（红色和灰色卡通）分别
与Ｃ１和Ｃ２中的一个构象相近（红色和蓝色卡通）

图３　Ｋ６３－ｄｉＵｂ信号通路。Ｋ６３－ｄｉＵｂ同时存在打开态与两类闭合态构象，三者之间相互转换，识别不同的靶蛋白，启动不
同的细胞信号通路
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整各个Ｕｂ亚基之间的相互作用和空间排列，进而
调节它与靶蛋白的相互作用。Ｕｂ之间的非共价的
二聚相互作用与Ｕｂ之间的共价连接，相互影响、共
同作用，决定了多聚 Ｕｂ的四级结构及其功能。本
项目所揭示的泛素多聚体四级结构的动态特征为研

究其他共价连接方式的多聚 Ｕｂ的动态结构和功能
奠定了基础。
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