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本实验室的研究兴趣主要集中于调控肿瘤细胞生长、增殖的核心信号转导

与细胞代谢调节机制方面, 特别是发现关键信号蛋白的重要转录后修饰(包
括磷酸化、泛素化等), 从而诠释肿瘤细胞生长、增殖/癌症发生、发展的分

子机制, 并为癌症的临床治疗提供新的思路与治疗靶点。

http://www.sibcb.ac.cn/PI.asp?id=146
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CRL E3泛素连接酶复合体研究进展
刘相元  胡弘历  欧阳华芳  高大明*

(中国科学院上海生命科学研究院生物化学与细胞生物学研究所,  细胞生物学国家重点实验室, 上海 200031)

摘要       Cullin-Ring Ligase(CRL)是一大类E3泛素连接酶复合体的统称。它们有着相近的结构, 
都由Cullin骨架蛋白、Ring结构域蛋白Rbx1或Rbx2以及底物识别亚基几个部分组成, 所包含Cullin
骨架蛋白的不同决定了CRL不同的构成与功能特点。经过近20年的研究, 对CRL功能和调控机制

的理解已取得了很大的进展, 该文拟对CRL的研究现状进行简单介绍。
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CRL E3 Complexes: Assembled for Destruction
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Abstract       Cullin-Ring Ligase (CRL) refers to a large family of ubiquitin E3 ligases composed of similar 
architectures, including a scaffold Cullin protein, a Ring protein (Rbx1 or Rbx2), and a substrate receptor module. 
Different Cullin protein decides the presence of other components in the same CRL complex. After nearly 2 de-
cades of research efforts, much knowledge of CRL has been gained. This review is focused on giving a overlook of 
current understanding of functional and regulatory mechanisms of CRL complexes.
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前言
细胞中的很多信号通路是通过泛素–蛋白酶体

系统(ubiquitin-proteasome system, UPS)选择性降解

某些关键调控蛋白来实现调控的。靶蛋白的泛素化

一般需要三个酶的共同作用, 首先是E1活化酶来活

化泛素分子, 然后E2结合酶来“抱持”活化的泛素分

子, 最后由结合特异性底物的E3泛素连接酶与E2将
泛素蛋白共价转移到靶蛋白的一个或多个赖氨酸残

基上[1-3]。细胞内每时每刻都有数以千计的蛋白泛

素化过程在进行, 这种对特定蛋白高度特异的降解

机制主要是由E3泛素连接酶决定的, 因此E3连接酶
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在靶蛋白的降解过程中是决定性的中心角色。含有

Ring结构域的E3泛素连接酶是一个庞大的E3泛素

连接酶类群, 负责大概约20%的蛋白泛素化降解, 而
由Cullin蛋白等组成的Cullin-Ring Ligase(CRL)所调

控的降解事件, 在其中占有相当大的比例。Cullin 
(Cul)家族在1996年被首次报道能够形成调节细胞周

期的活性复合体[4], 在人类基因组中有6个成员蛋白, 
分别是Cul1、Cul2、Cul3、Cul4A、Cul4B、Cul5及
Cul7[5-6]。Cullin家族蛋白有着较为相似的结构, 所有

6个Cul蛋白都有保守的Cul同源结构域(cullin homo-
logy domain, CHD)(图1), 其功能是结合整个复合物

中的真正具有活性的亚基Ring结构域蛋白Rbx1或
Rbx2; 除了Cul7外的5个成员还都在N-端有3个串联

结构的Cul重复序列(cullin repeat, CR), 用于结合E3
泛素连接酶复合体中的底物识别亚基。本家族蛋白

构成的Cullin-Ring Ligase(CRL)类型的E3连接酶复合

体, 自从近二十年前被发现和定义至今[7-8], 由于其复

杂的结构及其在细胞周期、信号转导、发育等生理

过程中的重要功能, 越来越成为蛋白泛素化降解领

域的热点。本文将对Cul家族各成员分子的研究现

状和近期CRL功能研究的一些成果作一简单介绍。

1   Cul1 
Cul1最早在线虫中被发现与细胞周期调控有

关, Kipreos等[5]在秀丽隐杆线虫中将cul1基因突变

后, 细胞出现了G1-S期增加、有丝分裂停滞的现象, 
并有大量异常的小细胞产生, 组织出现了畸形增

长, 他们因此认为cul1基因在细胞周期中起到负调

控作用。随后, Cul1在酵母中的同源物被发现特异

性催化细胞周期蛋白激酶(CDK)抑制物的降解[7,9]。

Harper与Ellege的研究组[8]发现, 有一类蛋白含有与

细胞周期蛋白F相似的一段序列(F-box), 并可通过此

种序列与Skp1及Cul1结合来催化底物的泛素化, 他
们把该类蛋白统称为F-box蛋白。结合前人的工作, 
他们正式提出了Cul1与Skp1及F-box蛋白形成E3泛
素连接酶复合物CRL1(也被称为Skp1-Cul1-F-box, 
SCF)并催化多种底物降解的模型, 并预言该类型的

CRL可能调控数以千计的蛋白降解事件[8]。在SCF
模型提出后不久, 一个典型的CRL E3连接酶复合体, 
SCF-Skp2的结构就得到了结构生物学的解析。结构

研究表明, 在SCF-Skp2连接酶复合体中, 含有776个
氨基酸残基的Cul1就像一个介导Skp1-F box (Skp2)
和Rbx1亚基连接的支架, 维持它们约100埃的距离, 
其结构类似一个火柴棒, 由一个N-端杆状区域和一

个C-端球状区域组成。球状区域通过β-折叠与Ring
蛋白Rbx1相连形成一个2亚基的催化中心, 可以招

募泛素连接酶。杆状区域包括3个重复和1个典型的

5螺旋的序列, 在它的头部和Skp1-F box(Skp2)蛋白

底物识别复合体相结合[10-11](图2)。通过这种结构, 
SCF仅仅需要更换结合底物的F-box蛋白, 就可以实

现对不同底物的特异性降解, 而人类基因组中至今

已有68个F-box蛋白并发现和鉴定, 它们中的大多数

均可以形成CRL1复合体[12-13]。

根据F-box蛋白所包含的F-box之外的结构域, 

CUL1  776aa

CUL2  745aa

CUL3  768aa

CUL4A  759aa/659aa

CUL4B  913aa/895aa

CUL5  780aa

CUL7  1782aa/1698aa N

N

N

N

N

N

N

Neddylation site

C

C

C

C

C

C

C

CR1 CR2

CR2

CR2

CR2

CR2

CR2

CR3

CR3

CR3

CR3

CR3

CR3

CH

CH

CH

CH

CH

CH

CH

CR1

CR1

CR1

CR1

CR1

CPH DOC

Cul 1-5的N-端含有Cul重复结构(cullin repeat, CR)和C-端的Cul同源区(cullin homology domain, CH)。Cul含有两个独有的CPH和DOC结构。所

有的Cul蛋白在靠近C-端处均含有一个保守且对功能至关重要的Neddy8修饰位点。

Cul 1-5 contain a Cul repeat domain (CR) and a Cullin  homology domain (CH)  at the N-terminus and C-terminus respectively, while Cul7 contains 
CPH and DOC region in addtion to the C-terminal Cullin  homology domain. All Cul proteins contain a conserved C-ternimal Neddy8  conjugation site.

图1  Cul家族蛋白的结构示意图

Fig.1  Schematic domain organization of Cul proteins
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可以大致分为三种类型: 含有WD40重复序列(WD40 
repeats)的F-box蛋白, 命名为Fbw-X(X为数字, 下
同); 含有富亮氨酸重复结构域(leucine rich repeats)
的F-box蛋白, 命名为Fbl-X; 以及不含有以上两种结

构域的蛋白, 命名为Fbo-X[14]。三种类型的F-box蛋
白均可以参与形成有功能的CRL1泛素连接酶。有

意思的是, 目前研究发现, 许多F-box蛋白与泛素化

底物的结合需要底物分子在特定的位点被磷酸化, 
这段序列被称作phospho degron。这就意味着特定

底物的泛素化降解必须伴随着某种激酶信号通路的

活化, 从而为蛋白泛素化降解提供了一种精确调控

的机制[13]。下面对研究较为深入的三个F-box蛋白

Skp2(Fbl1)、β-Trcp1/β-Trcp2(Fbw1/Fbw11)以及Fbw7
逐一介绍。最初, Skp2(Fbl1)作为细胞周期激酶复

合体的结合蛋白被发现[15], 然后Pagano研究组[16]发

现, Skp2-SCF复合体能够在细胞周期激酶抑制分子

P27KIP1被细胞周期激酶磷酸化后, 催化其泛素化

降解, 从而促进细胞的DNA复制和增殖。Skp2还被

发现降解P21、P130等其他细胞周期负调因子[17-18], 
并可通过降解关键转录因子Foxo1来抑制细胞的凋

亡[19]。但是, Skp2所结合降解的底物似乎没有一致

特征的序列。临床研究表明, Skp2在包括乳腺癌、前

列腺癌、白血病等多种恶性肿瘤中高表达[20-22], 而且

在转基因小鼠过表达Skp2可导致低程度的前列腺肿

瘤和白血病等[21,23], 所以Skp2是一个较强的原癌蛋白

(onco-protein)。更有意思的是, Lin等[24]和Wang等[25]

的结果表明, 虽然Skp2敲除的小鼠没有明显表型, 但
当在P53、PTEN、Rb等经典抑癌基因(tumor sup-
pressor)敲除的小鼠基础上进一步敲除Skp2时, 可以

明显减弱或消除因为抑癌基因缺失导致的肿瘤。这

提示Skp2可能是一个潜在重要的肿瘤治疗靶点[26]。

β-Trcp1/β-Trcp2是另外两个研究较多的同源F-box蛋
白, 它们虽然由不同的基因编码, 却有着非常相似的

结构与功能, 调控许多重要的蛋白降解过程, 到目前

为止已有数十个泛素化降解底物被发现[27]。比如, 
Winston等[28]发现, β-Trcp能够催化Wnt信号通路的

关键转录因子β-Catenin的泛素化降解; β-Trcp还可

以催化NFκΒ的剪切和IκΒ的降解从而促进炎症信号

通路的活化[29]; 此外, β-Trcp被发现调控多个激酶与

磷酸酶的降解, 如PDCD4[30]、Cdc25A[31]等。β-Trcp
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Fig.2  Architecture of CRL E3 complexes
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通常识别并结合明确的磷酸化氨基酸基序D-S-G-X-
X-S, 其中的X可以为任意氨基酸残基, 而两个S都需

要被磷酸化以结合β-TRCP。有趣的是, 虽然β-Trcp
降解细胞增殖与信号转导通路中的多个重要蛋白, 
其敲除的小鼠并没有特别明显的表型[32]。在Moberg
等[33]在利用果蝇系统筛选与增殖相关的基因时, 发
现了一个突变后导致增殖的分子被命名为AGO, 随
后秀丽线虫中的同源物Sel10及哺乳动物中的同源

物Fbw7相继被克隆鉴定[34]。后续的研究表明, Fbw7
及其同源分子调控Cyclin E[33]、Notch[34-35]、 c-Myc[36]、

c-Jun[37]、mTOR[38]、Mcl-1[39-40] 等多个细胞增殖生存

相关蛋白的泛素化降解, 提示Fbw7可能是一个抑癌

基因。这种推测在多种肿瘤里得到了证实, 研究发

现, Fbw7在结肠癌、乳腺癌等恶性肿瘤中的突变率

在10%左右[41-42], 而在某些类型白血病中突变率甚至

高达60%[43], 而且Fbw7的突变状态直接与化疗药的疗

效密切相关[39-40]。Fbw7敲除的小鼠在胚胎发育中期

的E11天左右死亡, 主要原因是消化器官发育畸形[44]。

另外, 最近的多个研究也提示, Fbw7在干细胞类群

的增殖成熟过程中发挥重要功能[45]。与β-Trcp类似, 
Fbw7通常也只识别并降解磷酸化的底物, 且需要两

个磷酸化位点。

除了上述三个较为经典、研究深入的F-box蛋白

之外, 近期的研究还发现了其他一些F-box蛋白通过

形成有活性的CRL泛素连接酶复合体来调控众多生

理过程。例如, Fbw5被证明可降解重要的信号转导

分子Tsc2[46], 从而调控细胞对代谢生长的通路; Fbl5
可被铁信号激活来调控IRP2的降解和细胞内的铁平

衡[47-48]; Fbl3可以通过降解转录因子CR1和CR2来调

节细胞节律[49]; 而最早鉴定的F-box蛋白Cyclin F, 虽
然很早以前就被发现能形成SCF泛素连接酶复合体, 
但其功能一直未知, 直到最近才发现其降解中心粒

蛋白CP10来调节细胞有丝分裂[50]。也有些F-box蛋白

虽然含有一个F-box, 但并不能与Cul1结合形成CRL1
泛素连接酶复合体, 而是有着独特的功能。Fbl10就
是其中的典型例子, 虽然早期有报道认为它可能与

Skp1-Cul1结合, 随后更加深入的研究证实其真实功

能是一个组蛋白去甲基化酶, 调控组蛋白H3上K36位
的甲基化水平并与干细胞的分化密切相关[51]。

2   Cul2和Cul5
Cul2比Cul1稍短, 含有745个氨基酸残基(图1), 人

的Cul2基因在1998年首次被克隆出来[52]。与Cul1通
过Skp1-F-box的组合结合降解靶蛋白的方式不同的

是, Cul2的桥接蛋白为Elongin B和Elongin C, 并通过

Elongin B/C与von Hippel-Lindau (VHL)和Rbx1蛋 白

组装成E3泛素连接酶复合体CRL2pVHL(图2),  也是目

前研究最为深入、在癌症发生发展过程中最为重要

的E3连接酶之一[53-54]。在自然发生的癌症中, VHL
经常存在突变, 有近70%的突变都是破坏了VHL与
Elongin的结合[54]。低氧诱导转录因子-1α(hypoxia-
inducing transcription factor-1α, HIF-1α)是一个低氧

条件下高表达的转录因子, 调控血管生成、细胞迁

移、代谢酶表达等一系列相关重要的基因表达。在

正常氧气含量下, HIF-1α蛋白的多个脯氨酸残基位

点可被氧化, 从而招募CRL2pVHL导致HIF-1α的泛素

化降解。在实体肿瘤内部低氧环境下或VHL基因突

变的遗传背景下, HIF-1α得以逃脱CRL2pVHL介导的

泛素化降解, 从而导致HIF的蛋白水平升高, 并开启

数以百计的下游基因的转录表达[55-56]。有充分的证

据表明, 肿瘤内部低氧的环境可以诱导HIF的表达, 
进而促使癌细胞分泌细胞因子促使新的血管生成来

为肿瘤提供营养, 或者促进肿瘤细胞的皮质–间质细

胞转换来导致癌症患者病程的恶化。与这些研究一

致的是, VHL的组织特异表达的老鼠模型显示, 在
正常的氧气含量下, CRL2pVHL介导的HIF-1α有效降

解对多种细胞的存活、增殖、分化和维持正常的生

理状态非常重要[57]。这些研究解释了VHL的肿瘤抑

制作用, 在生殖细胞中, VHL的突变会阻止CRL2复
合体的形成或与HIF-1α的结合。后来又有人发现敲

减VHL会使秀丽隐杆线虫的寿命显著增长, VHL和
HIF-1α控制寿命的机理和饮食节制及胰岛素相似的

信号途径不同, 这个发现使VHL成为了一个新的与

长寿和体内蛋白稳态相关的基因[58]。除了VHL外, 
有研究表明, Cul2还可通过Elongin BC与mMED8[59]、 
LRR1[60]等形成E3泛素连接酶复合体, 但具体的组装

机制、负责降解的靶蛋白种类及发挥的生理功能尚

不清楚。

Cul5长780个氨基酸, 与Cul2结构类似, Cul5的N-
端也有三个串联的CR结构域, C-端有一个CH结构域

(图1)。与Cul2一样, Cul5蛋白的接头蛋白也是Elongin 
B和Elongin C, 但Cul2和Cul5介导了不同Cullin-Ring 
E3泛素连接酶(CRL)复合体的装配[61-62]。Cullin5-
Ring E3泛素连接酶复合体(CRL5)是由Cul5、Rbx2
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和细胞因子信号抑制物结构域蛋白(suppressors of 
cytokine signaling-box protein, SOCS-box蛋白)(图2)
组成[61-62]。虽然有研究称, CRL5只能利用SOCS蛋白

而不是VHL作为底物识别蛋白, 但是现在尚不明确

CRL2和CRL5分别通过特异结合VHL和SOSC-box蛋
白来发挥功能的机制。虽然在人类基因组中有大约

30个SOCS蛋白, 到目前为止只有少数几个的功能被

鉴定和详细研究[63]。最近有报导发现, Cul5和HIV蛋

白病毒体感染因子Vif(HIV protein virion infectivity 
factor, 一种SOCS-box蛋白)能够形成CRL5 E3连接

酶, 这种E3连接酶可以特异的介导人的抗病毒蛋白

APOBEC3G的降解[64]。虽然到目前为止尚未建立

Cul5的小鼠模型体系来进行功能研究, 但是通过秀

丽线虫及果蝇等模式生物实验, 已有研究表明Cul5
与神经突触的形成以及卵细胞的发生有关[65-66], 而
且这种功能可能是通过激活MPK-1的信号通路来

完成的。因此, Cul5的生理功能及具体的调控机制

还很不清楚, 有待于进一步的深入探寻。

3   Cul3
Cullin3(Cul3)与Cul1的大小结构相仿, 由768个

氨基酸残基组成(图1)。但与其他Cul蛋白不同的是, 
CRL3中的Cul3可以直接与底物识别亚基BTB(bric-a-
brac tramtrack, broad complex)类蛋白相结合[67-68], 而
并不需要一个额外的桥接蛋白, 如CRL1中的Skp1及
CRL2/5中的Elongin B/C。因此, 一个典型的CRL3泛
素连接酶复合体只包含Cul3、Rbx1、BTB蛋白三个

亚基(图2)。可形成CRL3的BTB蛋白除了通过BTB
结构域与Cul3结合外, 还需要一个辅助性的3-box结
构域来稳定结合位置及一个与底物蛋白直接结合的

蛋白相互作用结构域[69]。因此, 虽然预测人类基因

组内编码超过200个BTB蛋白, 可能只有一小部分能

形成真正有活力的CRL3泛素连接酶复合体。

对CRL3功能的研究近年有了较长足的进展。

细胞分裂是所有多细胞生物生长繁育过程中的关键

环节, 而蛋白激酶aurora kinase B(Aurk B)特异性地

定位在着丝粒附近的K-fibers微管上, 对有丝分裂或

者减数分裂过程中染色体的分离起调节作用。研究

发现, Cul3与BTB蛋白KLHL13和KLHL9构成一个

蛋白复合体, Aurora B直接结合在KLHL9和KLHL13
的底物识别区域, 从而以一种CRL3依赖的形式进行

泛素化降解, 进而影响分裂中期染色体的成对排列、

中心体的形成及后续分裂的完成[70]。Cul3在免疫方

面也有重要作用。Mathew等[71]通过条件性敲除Cul3
基因证明了Cul3在早幼粒细胞性白血病锌指蛋白

PLZF(promyelocytic leukaemia Zinc finger protein)及
B细胞淋巴癌蛋白BCL6(B cell lymphoma 6)依赖的

免疫细胞发育过程中的重要作用。他们发现, PLZF
在NK细胞中主要与Cul3结合, 并转运Cul3入核, 组
成一个染色体修饰复合体, 通过改变复合体的泛素

方式来发挥作用。Cul3还可以与BTB-ZF转录因子

BCL6相互作用, 影响B细胞和滤泡内TH细胞的功

能。因此, Cul3的这些功能可以通过调控白血病和

淋巴癌中的原癌蛋白PLZF和BCL6, 在疾病发生发

展中起作用。Jin等[72]发现, 在小鼠胚胎干细胞中敲

除Klhl12或者Cul3基因后, 细胞排列变得更加紧密, 
但增生受到延迟, 而在小鼠成纤维细胞中敲除Cul3
后的效应较弱。其原理是KLHL12和Cul3的相互作

用可诱导胶原蛋白运输过程中蛋白复合物II(coat 
protein complex II, COP II)组分Sec31的单泛素化。

过表达KLHL12会导致大量货物蛋白(如原骨胶原蛋

白)的转运和分泌, 进而使COP II囊泡的直径变小, 对
于COP II囊泡的大小及大的货物分子的运输有重要

作用。除了上述工作外, CRL3还被发现降解细胞骨

架/迁移的关键蛋白RhoA[73], 白血病相关的另一关

键蛋白PML[74], 以及细胞死亡相关激酶DAPK[75]等。

随着这些研究的不断发现, Cul3的重要功能正逐步

被阐明, 也成为了CRL领域的新热点。

4   Cul4
人类基因组中含有两个线虫Cul4的同源蛋白, 

分别被命名为Cul4A和Cul4B, 大小依次为759和913
个氨基酸残基(图1), 它们的羧端有着高达近90%的

同源性[76]。与Cul1相仿, Cul4所形成的CRL4泛素

连接酶复合体也需要一个特异的结头蛋白Ddb1来
结合底物识别亚基DCAF(Ddb1 and Cul4 associated 
factors)蛋白, 进而结合并降解特异的底物(图2)。到

目前为止, 人类基因组中已有近50个DCAF蛋白被

发现鉴定, 大多数DCAF拥有WD40重复结构域, 并
且通过保守的“WDXR”或“DXR”结构区介导DCAF
与Ddb1的结合[77-78]。近年来, 随着DNA损伤修复信

号机制及表观遗传学分子机制方面研究的快速发

展, 人们对于Cul4功能的原理及精细调控机制的了

解也有了长足的进步, Cul4已成为Cul家族中最为热
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门的研究对象。

到目前为止, 研究最为深入的三个DCAF蛋白

分别是Ddb2、CSA和Det1-Cop1。有意思的是, 它们

都是通过在细胞核内调控基因组的修复或转录因子

来发挥作用的。Cul4-Ddb1Ddb2可以使组蛋白H2A、

H3和H4[79]以及DNA修复因子XPC[80]发生泛素化。

最近的研究发现, Cul4-Ddb1Ddb2复合物可以响应

DNA损伤信号, 使组蛋白H2A[81]、H3和H4[79]发生单

泛素化修饰。Cul4介导的组蛋白H3和H4的泛素化

修饰改变了染色体的稳定性, 更容易招募DNA修复

蛋白(xeroderma pigmentosum group C protein, XPC)
到损伤的DNA处[79]。由于组蛋白H3的K4或K79发生

甲基化需要H2B先发生泛素化修饰, 所以泛素化修

饰被认为是“组蛋白密码”的信号之一[82-83]。除了使

组蛋白发生直接的泛素化修饰, 还有研究发现Cul4
可以与甲基转移酶(CLR4、EED、WDR5和RBBP5)
相互作用从而影响组蛋白的甲基化状态[84-86]。Cul4-
Ddb1CSA可以使ATP依赖的染色质重塑酶SWI2/SNF2
家族的成员之一的CSB发生泛素化修[87]。在UV的

刺激下, Cul4-Ddb1Ddb2和Cul4-Ddb1CSA通过不同的信

号途径分别发挥全基因组修复GGR(global genome 
repair)和转录链修复TCR(transcription coupled re-
pair)作用。这两种途径的主要区别在于损伤被发现

的机制不同: 被损伤的DNA(GGR)或通过被阻滞的

RNA聚合酶II(TCR)。尽管被同样的UV刺激诱发且

CRL复合物组分类似, Cul4-Ddb1Ddb2和Cul4-Ddb1CSA

的活性是通过COP9信号小体(CSN)经由不同的途

径调控的[88]。在GGR修复过程中, Cul4-Ddb1Ddb2由

于损伤的DNA和Ddb2的直接相互作用被募集到染

色质区, 具体的机制尚不是很清楚, 目前认为是由

XPC、Rad23B和Centrin组成的复合体通过与损伤

的DNA和Ddb2直接相互作用被招募到DNA损伤的

位点[89-90]。然后, CSN以未知的机制从Cul4-Ddb1Ddb2

上解离, 导致连接酶的激活以及底物(XPC)、底物受

体Ddb2和Cul4本身的多聚泛素化修饰。在TCR修
复过程中, UV照射后引起高度磷酸化修饰的RNA聚

合酶Ⅱ停止在损伤的DNA区。首先, CSB被募集到

RNA聚合酶Ⅱ上, 随后CSB起到后续招募NER蛋白、

组蛋白乙酰基转移酶p300和非活化的与CSN结合的

Cul4-Ddb1CSA到RNA聚合酶Ⅱ上的偶联因子的作用
[91]。Det1-Cop1是首先在植物中被深入研究的光信

号通路的关键分子[92]。在哺乳动物细胞中, Cop1可

利用自身带有的Ring结构独立作为E3泛素连接酶来

催化p5393、ETV94等转录因子的降解。有意思的是, 
Cop1可以通过与Det1相互作用, 成为CRL4复合体的

底物识别亚基来催化转录因子复合体AP-1的核心因

子——c-Jun的泛素化降解[95]。在这种情况下, Cop1
的Ring结构并没有发挥活性, 而是利用CRL4复合体

中Rbx1蛋白的Ring结构来实现泛素化功能的。

CRL1与CRL4除了结构类似, 也有一些共同

的降解底物。例如在哺乳动物中, 两种泛素连接酶

Cul1-Skp2[96]和Cul4-Ddb1分别以不同的机制调控

Cdt1的蛋白降解[97]。Cdt1也被称为复制执照因子

(replication license factor), 其降解调控在维持细胞内

环境平衡中起着关键作用, 是防止重新复制的主要

机制[98-99]。但只有Cul4-Ddb1在响应S期信号和DNA
损伤时对Cdt1的蛋白降解是必需的[97,100-102]。与典

型的CRL1降解所需的phospho degron序列不同, 位
于Cdt1蛋白N-端高度保守的PCNA结合结构域(PIP 
box)的降解信号负责响应S期和DNA损伤[97,103-104]。

另外的研究发现, Cul4-Ddb1被募集到染色质区也依

赖于Cdt1与PCNA的相互作用[104]。只有当DNA复

制或者出现DNA损伤时PCNA才会与染色质结合并

进而导致Cdt1的降解。在哺乳动物、斑马鱼和酵母

中的研究发现, Cul4特异性因子Cdt2在Cul4-Ddb1依
赖的Cdt1的降解中发挥了重要作用[105-107], 且Cdt2在
DNA复制或者DNA损伤导致的Cdt1的蛋白降解过

程是必需的。

近期的一项研究发现, CRL4DCAF1可以催化降

解孤儿核受体RORα, 来调控下游基因p21的表达和

影响乳腺癌细胞的增殖[108]。该项研究发现, 这种

CRL4DCAF1对RORα的特异识别与结合首先需要组蛋

白甲基转移酶EZH2对RORα的38位赖氨酸残基进

行甲基化[108]。根据这一发现, 预计可能有多达600
个蛋白可能通过类似的机理被CRL4DCAF1所识别和

降解, 因此, CRL4DCAF1的功能可能远远超乎其他的

CRL4复合物。而刚刚发表的一项工作恰恰证明了

这一点, CRL4DCAF1被发现通过直接结合DNA去甲

基化过程的关键酶TET家族成员来激活TET的活性, 
进而调控卵母细胞的存活和稳定[109]。虽然具体的

分子机制尚不是很清楚, 但实验显示CRL4的泛素连

接酶活性和DCAF与TET蛋白的相互作用在此过程

中都是必需的。

此外, CRL4还可能在病毒感染过程中发挥作
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用。如乙肝病毒的X蛋白(HBX)与DDB1结合从而有

利于病毒的复制[110-111], 这一过程可能与延长S期和

促进细胞繁殖有关[112]。

5   Cul7
Cullin7(Cul7)蛋白是由1 782个氨基酸组成的

大分子蛋白质, 其结构与其他的Cul家族成员有较大

不同, 除了含有所有Cul家族成员蛋白都有的、与

Rbx1结合的保守CH结构域, Cul7还包含两个独特的

结构域: 一个与细胞间期促进复合体APC(anaphase-
promoting complex)相同的DOC domain, 还有一个

特殊的CPH结构域(conserved domain in Cul7, Parc 
and Herc2)[113](图1)。Cul7独特的结构决定了其形成

泛素连接酶的方式与其他CRL不同。Cul1的SCF复
合体相比, 由于不含有N-端的CR结构域, 虽然Cul7
也参与构成了SCF-Rbx1-like的E3泛素连接酶复合

体, 包括Skp1、Cul7、某些F-box蛋白(Fbx29、Fbw8)
和Rbx1, 但是Cul7是和Skp1、Fbx29组成的复合物

相结合, 而不是与Skp1单独结合, 且不与其他典型

的CRL1 F-box蛋白如Trcp或者Skp2相互作用。因

此, Cul7参与的是一种非典型的、少数F-box蛋白

如Fbx29介导的泛素依赖性蛋白降解途径[113]。同一

研究组近期的另一项研究表明, Cul7还可与Skp1-
Fbxw8形成有活性的泛素连接酶, 来催化胰岛素受

体底物IRS1(insulin receptor substrate 1, IRS1)的泛素

化降解(图2), 而这种降解作用可被mTOR激酶的特

异性抑制剂Rapamycin所抑制[114]。在Cul7基因敲除

的小鼠成纤维细胞中, IRS1的表达水平大量增加, 而
且伴随着细胞周期蛋白激酶抑制物p16的升高和细

胞的增殖受阻、提前衰老。这些结果提示, CRL7可
能在细胞生长信号通路的复杂反馈机制方面起着关

键的调控作用[114]。

人们对Cul7的认识, 除了其分子水平上的的蛋

白降解功能外, 还发现Cul7基因突变可能与一种遗

传病——3M综合征(3M syndrome)的发生相关[115]。

3M综合征是一种常染色体隐性遗传病, 患者表现出

严重的产前产后生长迟缓、面部畸形、头大等症状, 
但智力发育和内分泌正常。3M综合征的疾病相关

基因和Cul7基因被定位于染色体同一区域, 而临床

上对3M综合征的患者进行Cul7序列分析后, 发现了

25个明显的突变, 其中有19个突变导致翻译提前终

止, 6个导致错义突变[115-116]。 

Arai等[117]在进行Cul7基因敲除小鼠实验时发

现, 怀孕母鼠因呼吸困难而出现胎儿致死现象。而

在胚胎发育的E10.5天到E12.5天期间, 会有一小部

分胚胎消失。在E12.5天的时候, Cul7-null的幸存胚

胎和野生型的对照胚胎相比, 在大小和重量上没有

差别, 而突变型的胎盘变得非常小。这可能是由于

在妊娠阶段, Cul7-null的胚胎出现了严重的生长迟

缓, 且胎盘也因血管结构异常而出现了滋养层系统

无法分化的情况。可见, Cul7在人体及小鼠胚胎发

育过程中均有重要的调控作用, 但在此过程中其发

挥功能的具体分子机制尚有待深入研究。

6   CRL复合体的重要调控机制
由前述可见, CRL泛素连接酶主要有两个功能

区: N-端的底物识别/结合区以及C-端的泛素结合/
转移区, 因此对CRL功能调控也主要集中于这两个

部位。Nedd8是一个与泛素大小相似且有相当同源

性的分子, 可以共价连接到Cul家族蛋白C-端的特

定位点, 如Cul1的720位赖氨酸[118-119]。这一反应被

特定的Nedd8活化–连接酶体系所催化, 且需要Rbx1
分子的参与来协调Cul1与未连接的Nedd8的相对位

置[120]。虽然早期的研究证实, Nedd8修饰的CRL能
够更有效地在体内催化底物的泛素化降解, 并针对

Nedd8活化–连接酶体系开发了著名的小分子抑制

剂MLN4924[121], 但Nedd8修饰对CRL功能的调控机

制并不清楚。直到最近的结构生物学进展清晰地

解析了Nedd8修饰的Cul5-Rbx1复合物的结构, 才
较圆满地回答了这个问题[120]。实际上, Cul分子C-
端的Nedd8修饰, 可通过调整Cul分子C-端的构象, 
来改变Rbx1与CRL复合物N-端底物的距离和相对

位置, 从而使泛素分子从Rbx1转移至底物蛋白的

过程迅速和便利。除了催化Cul蛋白Nedd8修饰的

UBC12-DCN系统外[122], 还有一套去Nedd8修饰的特

异酶-CSN酶家族来负调控CRL复合体活性[123]。但

目前尚不清楚这两套系统是如何在不同条件下以协

同/拮抗的方式, 保证特定CRL泛素连接酶对某一底

物蛋白的有效降解的。

既然多数Cul家族蛋白可以通过结合不同底物

识别亚基来组成不同的CRL以降解不同的底物, 那
么这种不同底物亚基之间是如何切换的呢？一种

调控方式是这些底物识别亚基在不同的时间空间

分布的细胞里丰度是不同的, 如结合Cul的F-box蛋
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白Skp2, 只在细胞周期的S和G2期表达, 所以CRLSkp2

也只在S和G2期活跃以激活细胞周期激酶CDK[13]。

另一种更通常的机制是通过Cand1蛋白的作用。人

Cand1是由1 230个氨基酸残基组成的蛋白, 可以以

1:1的方式同时结合同一个Cul分子的N-端和C-端来

改变其构象, 促进底物识别亚基从CRL复合体上的

解离[124]。研究还发现, 处于Nedd8修饰状态的Cul分
子不能结合Cand1, 因此, 底物结合亚基的切换只能

在CRL完成泛素化靶蛋白过程, 且已经去除Nedd8修
饰之后才能进行。当新的底物结合亚基结合到Cul
分子上, 引起Cand1蛋白的构象变化并离开Cul分子, 
然后Nedd8活化–连接酶体系将重新修饰Cul, 新CRL
的装配–激活过程才正式完成, 并开始泛素化下一个

底物蛋白[125]。

综上所述, Cul家族蛋白及其结合蛋白构成了一

个巨大的、可能由多达200个不同的泛素连接酶复

合物组成的体系, 调控数以千计的蛋白分子的泛素

化降解过程, 并与肿瘤、遗传缺陷等疾病的发生密

切相关。从CRL概念的提出至今的近20年里, 许多

研究人员通过生物化学、遗传学、结构生物学等技

术手段和持续不断的努力, 已经初步阐明了Cul家族

蛋白的具体功能及调控机制, 为进一步探索和开发

针对性的药物奠定了基础。但是, 仍有许多的问题

等待我们去探究。相信随着研究的深入, 我们会发

现Cul家族蛋白与CRL更多的重要功能, 并利用这些

知识为攻克疾病和增进人类健康作出贡献。
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