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内核膜相关的蛋白质降解(INMAD)的研究进展
张雨恬  臧奕*

(中国科学院上海药物研究所, 国家新药筛选中心, 上海 201203)

摘要      在真核生物中, 核膜由双层磷脂分子层组成, 这是真核生物区别于原核生物的一大特

征。外核膜与内质网相连, 内核膜上则有许多特异的蛋白, 核孔复合体横跨分隔着内外核膜。内核

膜相关的蛋白质降解(INMAD), 主要通过泛素蛋白酶体途径, 介导错误折叠或错误定位到核内的

蛋白的降解, 或调控核膜蛋白的分布, 是近年来发现的核内蛋白质量控制新领域。INMAD与内质

网相关的蛋白质降解(ERAD)有许多相同之处, ERAD的研究较多, 但INMAD的机制仍有很多空白。

该文总结了三种泛素连接酶介导的INMAD: Asi1/3、Doa10、APC/C。三者在经典底物、底物识别

和泛素化降解过程有所不同。同时该文讨论了INMAD在维持内核膜平衡中的作用, 随着INMAD
研究的不断深入, 可能为内核膜相关疾病的发现与修复提供策略。
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Abstract       In eukaryotes, nuclear emvelope is composed of two lipid bilayers, which distinguishs eukaryotes 
from prokaryotes. ONM (outer nuclear membrane) is continuous with endoplasmic reticulum. INM (inner nuclear 
membrane) is a specialized compartment with a unique proteome. ONM and INM are separated by nuclear pore 
complex. Recently, INMAD (inner nuclear membrane-associated degradation) has come into sight as a new pathway 
for protein quality control in nucleus. Ubiquitin-proteasome system is the most common mechanism for INMAD. 
INMAD not only degrades misfolded or mislocalized protein in nucleus, but also affects the distribution of INM pro-
tein. Current knowledge indicates that INMAD has some similarities to ERAD (endoplasmic reticulum-associated 
degradation). The mechanism of ERAD has been extensively studied, while INMAD pathway remains to be further 
elucidated. Herein, three branches of INMAD mediated by three E3 ubiquitin ligases were discussed, including 
Asi1/3, Doa10 and APC/C. They are different in canonical substrates, substrate recognition signals and the subse-
quent processes of ubiquitnation and degradation. Futhermore, INMAD is important in INM homeostasis. With the 
further study of INMAD, it may provide new strategies for discoveries and treatments of INM-related diseases.
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双层核膜的出现标志着真核生物的诞生 , 推动

了生物从简单向复杂的进化。完整的核膜包括外

核膜 (outer nuclear membrane, ONM)、内核膜 (inner 
nuclear membrane, INM)、核孔复合体 (nuclear pore 
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complex, NPC)[1]。外核膜与内质网相连, 部分功能

相通。核孔复合体横跨核膜, 是核内外物质交换的

渠道。内核膜上则有很多特异的蛋白, 内核膜蛋白

通过扩散、Ran-GTPase依赖的转运等方式, 经核孔

复合体进入核内侧, 与其他核膜蛋白、核纤肽或染

色体相互作用而驻留在核内[2-3], 参与细胞质与核的

骨架连接、转录因子招募、DNA损伤修复、染色体

定位与移动等活动[4]。细胞核是储存生物信息的宝

库, 维系着细胞及个体的正常生命活动, 但核内的许

多过程对科学家来说仍然是一个谜。

蛋白质量控制 (protein quality control, PQC)主
要针对异常蛋白 , 通过鉴别、分拣、修复和降解等

过程 , 避免细胞受损 [5-6]。细胞内有两种蛋白降解途

径: 泛素–蛋白酶体系统(ubiquitin-proteasome system, 
UPS)和自噬溶酶体通路 (autophagy-lysosome path-
way, ALP)[7]。其中, 泛素–蛋白酶体介导了80%以上

的降解, 主要过程是泛素分子共价结合在底物上, 促
使底物被蛋白酶体26S识别而降解。底物的泛素化

通常需要三种酶的参与—泛素激活酶 (ubiquitin-
activating enzyme, E1)催化泛素分子 , 泛素结合酶

(ubiquitin-conjugating enzyme, E2)结合活化的泛素 , 
泛素连接酶 (ubiquitin ligase, E3)介导泛素对底物侧

链的修饰 [8]。E3酶是一类具有HECT(homologous to 
E6-AP carboxyl terminus)或RING(really interesting 
new gene)结构域的蛋白家族 , 是精确开启降解的关

键。E3酶通过多种机制实现对特定底物的识别—

直接识别底物的特殊序列或翻译后修饰 , 间接通过

辅助因子与底物识别 , 或E3酶自身被修饰后识别底

物等[9]。

细胞核这样独特的区域 , 是否也存在蛋白质量

控制呢？这种过程对细胞的稳态、生物个体的健

康 , 又有何意义？本文将综述内核膜相关的蛋白质

降解 (inner nuclear membrane-associated degradation, 
INMAD)的研究进展 , 从研究较多的内质网相关的

蛋白质降解 (endoplasmic reticulum-associated degra-
dation, ERAD)出发 , 围绕INMAD的三种E3酶 , 讨论

目前 INMAD研究的局限 , 展望未来研究的方向 , 以
期为推进内核膜蛋白领域的新发现 , 及其与疾病的

新联系提供思路。

1   内质网相关的蛋白质降解(ERAD)
内质网承担着蛋白质合成与初步加工的重要

功能, 也担负了对错误折叠蛋白进行处理的责任, 即
ERAD。ERAD包括“底物的识别、底物从内质网向

细胞质的逆转位(retrotranslocation)、底物的降解”三
个步骤[10]。目前, 在芽殖酵母中鉴定到两种内质网上

的E3酶(Doa10和Hrd1), 它们主导了几乎所有ERAD
底物的识别。Doa10一般与E2酶Ubc6/Ubc7(Cue1)配
合泛素化底物[11], Hrd1则与E2酶Ubc1/Ubc7(Cue1)合
作[12]。泛素化底物最终被细胞质中的蛋白酶体降解, 
需要一定的机制把底物从内质网逆向转运回细胞质

中, 即逆转位。这依赖于ATPase Cdc48和Ufd1/Npl4组
成的易位子(translocon)—在需要时易位子被招募

至内质网, 使泛素化底物解折叠后, 传递至胞质中[13]。

2   内核膜相关的蛋白质降解(INMAD)
酵母作为较简单的单细胞真核生物 , 是研究真

核细胞生命活动的常用模式生物。对 INMAD的认

识也是从芽殖酵母中E3酶的发现开始的。

2006年, 科研者发现, ERAD经典的E3酶Doa10也定

位在内核膜上 , 介导了转录因子Matα2(homeodomain 
mating type protein alpha2)的降解[14]。同年, 研究发现, 
内核膜上还存在一种特有的E3酶—Asi1/3, 对核

内的Stp1/2进行降解[15]。近期, 核内游离的E3酶—
细胞分裂后期促进复合物 (anaphase-promoting 
complex/cyclosome, APC/C)被发现参与内核膜蛋

白Mps3的降解 [16]。这三种E3酶介导的降解被定义

为内核膜相关的蛋白质降解 [17], 根据与内核膜的相

关性分为两类 : E3酶是内核膜蛋白 (Asi1/3、Doa10
介导的 INMAD), 或底物是内核膜蛋白 (APC/C介导

的 INMAD)。因为Cdc48-Ufd1/Npl4易位子和蛋白

酶体26S同时存在于细胞质与核内 [18], 而E2酶Ubc6
和Ubc7(Cue1)也有内核膜的定位 , 因此 , INMAD与

ERAD的部分保守元件可能是共通的(图1和图2)。
下面我们根据E3酶的不同将 INMAD分为三个

分支(Asi复合物、Doa10和APC/C)展开综述。

2.1   Asi复合物与INMAD
酵母感应胞外充足的氨基酸 , 通过SPS(Ssy1-

Ptr3-Ssy5)信号通路, 使转录因子Stp1/2的N-端被切割, 
入核开启大量氨基酸通透酶、代谢酶的表达 , 以便酵

母充分地利用氨基酸[19]。2001年, FORSBERG等[20]设

计实验 , 在SPS突变致死的酵母株中 , 再进行随机突

变 , 发现了一系列新基因能使酵母株继续存活 , 这些

基因被称为ASI(amino acid sensor-independent)。随
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后 , 同实验室的研究者们陆续报道发现 , 全长和切

割后的Stp1/2都能发挥转录调控作用, 但Asi1、Asi2
和Asi3组成的复合物, 在核内会识别并降解全长的

Stp1/2, 因此, 只有SPS通路中被切割的Stp1/2才能调

控转录。当Asi复合物缺失时 , 全长的Stp1/2也能在

核内积累 , 不依赖于SPS通路而调控转录 [15,21], 使酵

母存活。 
Asi1和Asi3是五次跨膜的内核膜蛋白 , 面向核

内的C-端有RING结构域 , 具有E3泛素连接酶的活

性。两次跨膜的Asi2虽然没有E3酶活性 , 但单独缺

失Asi2也会使全长的Stp1/2在核内无法被降解 [20]。

2014年 , FORESTI等 [22]发现 , Asi2的缺失虽然不影响

Asi1/3形成异源二聚体 , 但会影响底物Erg11的降解。

同年 , KHMELINSKII等 [23]又发现 , Asi2并非对所有

底物的降解都是必要的。2020年 , NATARAJAN[24]

的最新研究发现, Asi2与底物跨膜区域结合后, 才能

启动Asi复合物的泛素化 , 这表明Asi2可能对某些特

定底物的泛素化启动是必要的。

FORESTI[22]和KHMELINSKII实验室 [23]分别利

用SILAC定量蛋白质谱技术和 tFTr(tandem fluorescent 
protein time)[25]实验鉴定到了许多Asi复合物的新底物

(表1)。FORESTI主要发现了底物甾醇合成酶Erg11和
Nsg1。一般我们认为 , 内质网是发生脂质合成的主

要场所 , 所以FORESTI认为Erg11和Nsg1可能是因此

被错误定位到内核膜上的 , 进而触发了降解。2018年
最新报道发现 , 内核膜也有脂质合成的功能 [26], 这提

示Erg11和Nsg1可能本身就存在于内核膜上 , 发生降

解的原因并非错误定位。KHMELINSKII利用 tFT技

图1   ERAD和INMAD的重要保守元件示意图(根据参考文献[17]改编)
Fig.1   Schematic representation of crucial elements in ERAD and INMAD (modified from reference [17])

图2   ERAD和INMAD中关键E2、E3酶的比较(根据参考文献[17]改编)
Fig.2   Comparison of E2, E3 enzymes in ERAD and INMAD (modified from reference [17])
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术筛选到了20个潜在底物, 这些底物在Asi1/3突变后半

衰期增加, 并且出现了内核膜聚集现象, 包括已报道的

Erg11, 以及空泡蛋白Vcx1、Vtc1、Vtc4和其他膜蛋白。

那么Asi复合物是如何发挥作用的呢？ FOR-
EST[22]I的研究发现 , Asi1/3和E2酶Ubc6、Ubc7(Cue1)
有相互作用, 在Erg11、Nsg1的降解中以Ubc7(Cue1)为
主。除了Stp1/2外 , 目前还没有发现Asi复合物的其他

底物有相似的序列(即降解决定子), 所以Asi复合物究

竟如何实现对特定底物的识别, 还有待研究。

2.2   Doa10与INMAD
2001年, SWANSON等[27]发现, Doa10可以泛素化

核内的转录因子Matα2。Doa10作为ERAD经典的E3
酶已有不少研究。那内质网蛋白和核内蛋白是如何

产生交集的呢？ 2006年, DENG等[14]在内核膜上也发

现了Doa10, 可以解释Doa10对Matα2的泛素化作用。

但另一个ERAD的经典E3酶—Hrd1没有在内核膜

上被发现, Doa10也没有特殊的入核信号肽, 所以内质

网是如何选择Doa10进入核内的还有待研究。

Doa10在核内的经典底物除了Matα2外, 还有其

他的蛋白, 例如突变的着丝粒组分Ndc10-2, 突变的

内核膜蛋白Mps2-1[28]和Asi2[29](表1)。以上底物在被

Doa10泛素化时, 与ERAD一样, 也需要驻留在内核

膜上的E2酶Ubc6和Ubc7(Cue1)来呈递泛素。

Doa10在ERAD中的底物一般有富含两亲性螺

旋结构的降解决定子Deg1或CL[14]。在INMAD中, 
Doa10对底物的识别是否也遵循一样的机制呢？底

物的不断发现, 给了我们线索—Matα2的前67个氨

基酸就是Deg1序列, N-端发生乙酰化和蛋氨酸去除

的修饰后[30], 介导了Doa10对Matα2的识别; Ndc10-
2、Mps2-1具有的两亲性区段能形成螺旋结构, 若
突变蛋白错误折叠, 就可能被Doa10识别; 而Asi2的
49~66位氨基酸被预测也能形成两亲性的螺旋结构。

2.3   APC/C和INMAD
APC/C是游离在核内, 由多个亚基组成的E3酶[31]。

表1   已知Asi1/3、Doa10、APC/C的INMAD底物

Table 1   The substrates of Asi1/3, Doa10 and APC/C in INMAD
泛素

连接酶

E3

底物类型

Type of sub-
strate

底物

Substrate
泛素

结合酶

E2

Cdc48介导逆转位

Cdc48 mediated 
retrotranslocation

底物的识别

Substrate 
recognition

泛素化效应

Effect of 
ubiquitination

参考文献

Reference

Asi1/3 Transcription 
factor

Stp1/2
(full-length)

Predicated:
Ubc7 (Cue1)
Ubc6

No Stp1 (aa 2-69) 
Stp2 (aa 2-77)

Degradation [15]
[20]
[21]

Sterol 
biosynthetic 
enzyme

Erg11 Ubc7 (Cue1) Yes Unknown Degradation [22]

Nsg1 Ubc7 (Cue1) Yes Unknown Degradation [22]

/ 20 potential 
substrates
(Vtc1, Vcx1, 
Vtc4, et al)

/ / / Degradation [23]

NPC-
localized 
protein

Pom33
Tst1
TMEM33

Ubc7 (Cue1) / Unknown Distribution [41]

Doa10 Transcription
repressor

Matα2 Ubc7 (Cue1) 
Ubc6

No Deg1 region
(67 residues 
in N-terminal)

Degradation [14]
[27]

Kinetochore 
protein

Ndc10-2
(mutant)

No Predicted: 
amphipathic helix

Degradation [28]

Spindle pole 
body

Mps2-1
(mutant)

Yes / Degradation [28]

E3 ligase Asi2 Yes / Degradation [29]

APC/C SUN-domain 
protein 
in INM

Mps3 Ubc7 (Cue1) 
Ubc6

Yes KEN-box, D-box
S70 phosphoryla
-tion in N-terminal

Degradation [16]

“/”表示无详细报道。

“/” represents unclear.
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APC/C在细胞周期调控中具有重要的地位, 可以通

过对细胞周期相关蛋白的泛素化降解, 从而精确地

调控细胞周期的转换[32-33], 并受共激活分子细胞周

期蛋白20(cell division cycle 20, Cdc20)及其同源物

1(CDC20-homologue 1, Cdh1)调控[34-35]。

近期KOCH等 [16]发现 , APC/C参与了芽殖酵

母内核膜蛋白Mps3的泛素化降解 , 因此 , 把它归为

INMAD的一种途径。Mps3作为人源SUN结构域蛋

白1(SAD1/UNC84 domain containing protein, SUN1)
的同源物 , 是细胞质骨架和核内骨架连接复合物

(linker of nucleoskeleton to cytoskeleton, LINC)的重

要组分 [36], 在纺锤体分离和正确的细胞周期进展中

也非常重要 [37]。虽然有研究在体外实验中筛选到和

APC/C相互作用的E2酶是Ubc1和Ubc4[33], 但在Mps3
的泛素化过程中 , APC/C主要与Ubc7(Cue1)和Ubc6
作用。由于Mps3是跨膜蛋白, KOCH[16]猜测它的降

解也需要经历Cdc48-Ufd1/Npl4易位子介导的逆转

位过程。实验中阻断这个步骤 , 确实能增加Mps3的
半衰期。

APC/C不同于Asi和Doa10, 它是游离在核内

的蛋白复合物 , 必须被招募到核周 , 才能发挥其对

Mps3甚至更多内核膜蛋白的识别和泛素化作用。

分析发现, Mps3的N-端包含了70位丝氨酸的磷酸化

位点和两个特殊序列(D-box和KEN-box)。底物磷酸

化和泛素化间的相互关系 , 在APC/C的经典底物中

已有很多讨论 [38], 因此 , Mps3磷酸化修饰的作用很

可能是APC/C被内核膜招募的触发条件。而把D-box
和KEN-box融合到原本稳定的内核膜蛋白Heh2上 , 
Heh2马上被降解了。由此推测 , 这两个序列是APC/
C识别底物的降解决定子。

3   INMAD的重要性—内核膜平衡与相

关疾病
内核膜的稳态平衡 , 对维持细胞机体正常运行

非常重要。当内核膜蛋白的突变或异常聚集无法

被有效清除时 , 会产生不良的后果。芽殖酵母的内

核膜蛋白Mps3过度聚集 , 会造成核膜扩张 , 损伤正

常的细胞周期进程 [36,39], 而Mps3的哺乳动物同源物

SUN1的异常累积则是诱发早衰和核纤层疾病的病

因 [40]。E3酶APC/C是调控Mps3降解的关键元件 , 但
APC/C在SUN1相关疾病中是否起了关键作用 , 尚
未见研究报道。近期SMOYER等 [41]研究发现 , 敲除

Asi1后 , 除了已知的底物在核内的半衰期增加外 , 保
守的核孔蛋白Pom33/Tts1/TMEM33的分布也出现

了异常。这些蛋白的异常 , 直接影响了核孔复合体

的分布、稳定性及转运功能。这提示我们 , Asi1介
导的蛋白泛素化不仅可以清除异常蛋白 , 还控制着

核膜蛋白的正确分布。

虽然 INMAD在哺乳动物内核膜平衡中的作用

尚未有报道 , 但我们推测 , INMAD对哺乳动物细胞

尤其是停止分裂的细胞同样有着重要的作用。例如, 
神经元无法通过不对称分裂等方法 , 来清除异常的

蛋白 , 所以拥有更为精细的蛋白质量控制系统以便

及时处理这些 “垃圾 ”, 方能维持正常功能。泛素蛋

白酶体通路受抑制而导致蛋白异常聚集 , 是不少神

经退行性疾病的特点 [42]。分裂过程中核膜的解体 , 
使胞质中的降解通路可能作用于核内蛋白。若在无

法分裂的细胞中, 核内蛋白质量控制又受损, 可能造

成不可逆转的损伤。因此 , 我们猜测INMAD作为核

内的蛋白质量控制系统 , 可能对停止分裂的细胞具

有更重要的意义。

INMAD的研究可能为核功能失调疾病的发现[43-45]、

修复和逆转提供新的策略。虽然目前 , INMAD的进

展距离应用还很远 , 但正如泛素蛋白酶体系统发现

之初, 科学家们也不曾想到, 靶向泛素蛋白酶体系统

如今会被应用于多种疾病的治疗 [46]: 蛋白降解靶向

嵌合体 (proteolysis targeting chimera, PROTAC)技术

有将无法成药的蛋白质作为靶蛋白的潜力 , 以及可

能在药物耐药中发挥作用的优势 , 近年来赢得了广

泛关注 ; 蛋白酶体抑制剂硼替佐米成功用于治疗多

发性骨髓瘤、细胞淋巴瘤等癌症; 其他靶向泛素–蛋
白酶体通路不同组分药物在研 , 如泛素连接酶抑制

剂Nutlin-3、去泛素化酶抑制剂等。INMAD的研究

目前处在初期阶段, 而更多INMAD中E3酶以及其底

物特异性识别的机制的发现 , 可能是INMAD从基础

研究走向应用的关键。

4   结语和展望
尽管APC/C、Doa10等E3酶被发现多年 , 近年

来科学家们才把它们与 INMAD联系起来进行研究。

INMAD领域还有很多问题有待探索 , 但也有一些线

索。

(1)哺乳动物中 INMAD的研究有空缺。目前 , 
INMAD的大部分研究都是从芽殖酵母出发的 , 其中
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一些蛋白在芽殖酵母和哺乳动物中较为保守[17]。E3
酶Doa10和APC/C有哺乳动物的同源物, 芽殖酵母的

Mps3与哺乳动物的SUN1也有着高度的保守性。可

见哺乳动物的SUN1, 可能也受类似的 INMAD机制

调控。但在哺乳动物中没有发现Asi复合物的同源物, 
可能Asi1/3是芽殖酵母中特有的E3酶[47]。科学家们发

现哺乳动物的ERAD中, 除了芽殖酵母Doa10和Hrd1
的同源物外, 还存在其他E3酶, 例如Rfp2、TRC8、
TMEM129、RNF145、RNF170和RNF185[48-53]。我们

推测, 除了Doa10和APC/C的同源物外, 进化更高级

的哺乳动物中有更多尚未被发现的INMAD泛素连

接酶。

(2)INMAD如何选择并特异识别底物。目前发

现的INMAD底物, 大多是错误折叠或错误定位的内

核膜/核内蛋白, 又或是其表达需要被周期调控的核

蛋白。INMAD的E3酶如何识别底物, 有部分研究报

道。例如, Doa10通过富含两亲性螺旋结构的降解决

定子来识别底物, APC/C则识别D-box、KEN-box和
底物的磷酸化, 但Asi1/3的大部分底物都没有找到

相似的结构区域(降解决定子)。INMAD的E3酶识别

并精准地选择需要被降解的底物的具体机制, 还需

要更多的实验证明。

(3)INMAD的研究可以借鉴ERAD。INMAD与

ERAD类似 , 都是依赖于膜结构发生的蛋白质降解

过程。在INMAD过程中 , 内核膜上的底物是如何从

膜中暴露出来 , 从而被核内的蛋白酶体降解呢？前

文我们介绍了ERAD的逆转位主要由Cdc48-Ufd1/
Npl4易位子介导。KOCH等[16]研究发现, APC/C的底

物Mps3的降解, 也依赖于Cdc48-Ufd1/Npl4发生逆转

位。此外, Asi复合物的底物Erg11、Nsg1和Doa10的
底物Mps2、Asi2这类跨膜蛋白的降解 , 也有Cdc48-
Ufd1/Npl4的参与。我们推测逆转位元件的共享 , 是
由于E2酶Ubc7(Cue1)、Ubc6的相通。借鉴ERAD的

机制 , 可以给INMAD新底物发现、底物识别、泛素

化和逆转位的研究提供线索。

INMAD是一个充满未知和潜力的新兴领域, 但
目前国内对该领域关注度不高。希望通过本文的

综述, 能引起更多中国的科研工作者对INMAD的关

注, 进而做出有国际影响力的成果。
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