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泛素连接酶 E3

杨东叶刘凯于余泽华*

(华中师范大学昆虫学研究所，武汉 430079)

摘要 蛋白质的泛素化修饰具有高度的特异性，它参与调节细胞内许多的生理活动。蛋白

质的泛素化修饰涉及一系列的酶参与反应，包括泛素激活酶 El、结合酶 E2 以及连接酶 E30 而其

中泛素连接酶 E3 对靶蛋白的特异性识别起关键作用。 i乏素连接酶 E3 主要由 HECT 结构域家族、

RING 结构域家族和 U-box 结构域家族组成。现对泛素连接酶凹的分类、结构及其对靶蛋白的

识别机制等进行综述。
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泛素蛋白酶体途径是目前己知的所有真核生物

体内具有高度选择性的最为重要的蛋白质降解途

径，因此有关泛素化途径的研究于 2004 年获得诺贝

尔化学奖。泛素化修饰涉及泛素激活酶 El 、结合

酶 E2 和泛素连接酶 E3 的一系列反应:首先在 ATP

供能的情况下泛素激活酶 El 激活泛素，然后将其转

移到泛亲结合酶E2上通过硫醋键与E2的活性位点的

Cys 相连。 E2 可以直接将泛素转移到靶蛋白的 Lys

残基上，但→般靶蛋白的泛素化需要一个特异的泛

素连接酶 E30 根据 E3 与底物的相对比例可以将底

物单泛素化修饰和多聚泛素化修饰[1)。多聚泛素化

修饰的靶蛋白一般被 26S 的蛋白酶体所降解此途径

被称为泛素蛋白酶体途径，简称泛素化途径。多聚

泛素化修饰的靶蛋白(如变性、错误折叠或过量表达

的蛋白质以及细胞中的许多调控蛋白)可以通过泛素

化途径被降解从而对细胞周期调控、胞吞作用、信

号转导、 DNA修复、蛋白质的质量控制(例如 Bsd2

在膜蛋白的质量控制方面具有重要作用户、细胞凋

亡等过程具有重要的作用口，4)。单泛素化修饰是一种

调节信号可以引起靶蛋白的活性、定位以及蛋白质

结构的改变从而对蛋白质的胞吞途径、膜泡的出

芽、组蛋白的修饰、基因的转录以及蛋白质核内的

定位进行调节[匀。单独的泛素本身并没有任何生物

功能，它只是一种分子标记蛋白，发挥作用必须在ATP

提供能量的前提下依靠泛素途径的相关酶类及蛋白

酶体。 Guarino 等[6)在杆状病毒中也发现了病毒编码

的泛素，但与真核细胞中不同的是泛素在杆状病毒

中以磷脂化的形式存在于出芽型病毒粒子囊膜的内

表面。杆状病毒中泛素的功能目前尚不清楚，据推

测可能与病毒粒子的组装和出芽有关[7)。真核细胞

中泛素化修饰后的靶蛋白可能被降解、可能被转移

到细胞或细胞外的特定部位，也有可能导致靶蛋白

的功能发生变化，这主要取决于靶蛋白所加的泛素

链的结构，以及泛素链的长短[8) 。因此蛋白质的泛

素标签并不一定是一个死亡信号，人们现在提出了

用蛋白质翻译后的泛素化修饰这个术语来准确地描

述泛素连接到靶蛋白的这一生物事件[9)。泛素蛋白

酶体途径可分为三步: (1)靶蛋白的识别。 (2)将泛素

连接到靶蛋白的特定位点。 (3)通过 26S 蛋白酶体或

者溶酶体的作用执行其相应的生理功能。泛素连接

酶E3决定靶蛋白的特异性识别，在泛素途径中具有重

要的作用。

泛素连接酶E3通过调控调节蛋白的泛素化过程

参与细胞内的多种生理过程。所有的 E3 都具有连接

靶蛋白和特定 E2 的能力。蛋白质特定的翻译后的修

饰经常作为其相应的泛素连接酶 E3 识别的标志。例

如:泛素连接酶 SCF臼c4 识别细胞周期蛋白依赖J性蛋

白激酶CDK(cyclin-dependent kinase)抑制子Sicl时就

需要 Sic1在其特定位点的磷酸化，否则不能被E3 中

的 SCF Cdc4 识别从而不能通过泛素途径降解。这可能

导致生物体不能对细胞周期进行精确调控，引起某

些细胞组织或器官发生癌变[叫。现在发现鉴定的泛

素连接酶 E3 主要有两大类: HECT 结构域家族和

RING 结构域家族，最近又发现了一类新的回家族:
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U-box 蛋白家族。 HECT结构域主要是通过与泛素形

成催化作用所必需的硫醋键发挥作用，而 RING 结

构域为E2和底物提供居留位点从而使E2催化泛素转

移到底物 L 。

1 HECT 结构域家族的泛素连接酶E3

HECT 结构域(homologous to E6-AP C terminus , 

HECT)家族的泛素连接酶E3s是目前所知的唯一的可

以和泛素形成硫醋键中间体的泛素连接酶，并且它

可以直接催化靶蛋白的泛素化。 HECT E3s 有-个

分子量大约为 40 kDa 的具有保守性的竣基末端催化

结构域，即 HECT 结构域。 HECT E3s 的 N 末端

不具有保守性，并且N末端决定了底物的特异性识

别。例如 E6AP 识别 HPVE6 和 p53 就需要其一段大

约 200 个氨基酸左右的特定的 N 端序列[11]0 HECT 

结构域至少具有四种生物学功能: (1)通过其连接特

定 E2so(2)它接受来自于 E2s 的泛素，并且通过它

的 Cys 活性位点与泛素形成通过硫酶键连接的中间

体。 (3)其通过催化泛素与底物上 Lys 侧链的 ε- 氨基

形成异肤键从而将泛素转移到靶蛋白上。 (4)它负责

转移泛素到正在延长的多泛素链末端从而延长泛素

链[12] 。与 HECT E3 相对应的 E2s 构成 A个亚家族，

在此亚家族内每一 E2 成员都对特定的 HECTE3s 有

偏爱性，这归因于 E2 和 HECT 结构域的特异性。

1.1 HECT E3s 的结构

HECT E3s 叶1E6AP 结构最为典型。 HECT E3s 

中的 HECT 结构域有两个通过一很小的分界面松散

地组装在 J起的结构构成，并且两部分之间通过一

个由 3 个氨基酸残基组成的饺链连接在一起。 HECT

结构域的 N 端部分比较大(氨基酸残基: 495-737) , 

而且大部分区域为一个细长的 α 螺旋结构。 N 端部

分还有一个 80 个氨基酸残基左右的疏水性的凹槽亚

结构域，此凹槽亚结构域有它自己的疏水性核心，

并且通过-个疏水性界面和两个连接子(氨基酸

621-622 和 702-704) 与 N 端的其他部分相连。此凹

槽的氨基酸残基空中等程度保守性，但在所有

HECTE3s 中必须保持其疏水性性质。 HECT 结构域

的 C 端部分比较小(氨基酸残基: 741-852)，具有一

个 α/自结构并且含有与泛京通过硫醋键相连的催化

活性位点 Cys8200 Cys820 定位在位于 C 端裂片的

仰和 S10 的。 链中间的一个由 4 个活性位点氨基酸

残基(Thrl9 、 Cys820 、 Phe821 和 Asn822)组成的环

(即活性环)的中间，活性环的 4 个氨基酸残基在结

综述

构域相互组合时发挥作用，或者通过形成组键或者

通过范德华力与 HECT 结构域的 N 端部分发生作

用。但活性环与 N端部分之间的作用被 有具有;在

解力的通道在 N-C 饺链处隔开，饺链通过 Ir共价键

使 HECT 结构域的两部分相互联系，其巾涉及到的

氨基酸残基(Asn603 、Ile605 ， Pro793 和 Va1794)具

有部分保守性。活性环具有比较高的仅守忡。

HECT 结构域的 N 端和lC 端两部分之间有 J个比较

宽的裂缝。 N 端裂片的靠近裂缝的部分工堂是 ftl 11! 

极性和带电荷(总体带负电荷)的氨基酸残墓组成，

并且其中部分氨基酸残基 Arg506 、 Glu539 、 Glu550

和 Asp607 具有非常高的保守性，任何一个氧基酸咙

基的突变都会导致与泛素形成硫酶键的能力降低达

90% 以上。而 C 端裂片靠近裂缝的部分是 1 il一些保

守的疏水性氨基酸组成，例如: Phe785 , Leu814 , 

Pr0815 , Ala842 和 Phe8490 E6AP 的最后 6 个氨基

酸残基(包括 Phe)的删除会导致泛素和底物之间异肤

键的形成能力的消失，但对泛素和 HECT E3s i'口j通

过硫醋键联接的中间体形成影响不大 [13 J 。

1.2 HECT E3s 的可能作用机制

UbcH7 是与日AP相结合的 E20 UbcH7 通过 N

端的 α螺旋和 P 折叠片层结构→端的环与 HECT 结

构域 N端部分的疏水性的凹槽亚结构域相连，并且

只有在 HECT 特异性的 E2 亚家族中具有保守性的

Phe63 连接到此凹槽的中心。已有实验证明了此保

守性的 Phe63 决定了 HECT特异性的 E2 亚家族中的

E2 对 HECT E3s 的特异性[14]0 HECT 结构域的 N 端

部分具有保守性，因为此部分在 HECTE3 催化其与

泛素形成硫醋键所需要的。 HECT 结构域的 N 端部

分具有保守性，因为 C 端部分的氨幕酸残基对于催

化泛素与 HECTE3 之间形成异肤键的酶活性具有重

要作用。 HECT 结构域中具有高度保守性的活性环

在 N-C 界面处的连接对 HECT E3s 催化自身和泛素

形成通过硫醋键联接的中问体具有重要作用 r 15] 。

2 Ring 结构域家族的泛素连接酶 E3

缺乏HECT结构域的E3s在亚基组成平11氨苇酸序

列上是多样的，但大部分含有与 E2 相连的 RING 结

构域。 RING 结构域家族最典型的特点是具有环指

结构域(Ring finger domain) , RING 结构域是此家

族具有泛素连接酶作用的重要因素。 RINGE3s 中

RING 结构域的氨基酸序列为: Cys-X2-Cys-Xn-Cys

XH -His-X2_3- Cys-X2 -Cys -Xn - Cys-XγCys(C2HC4) , 
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杨东叶节:泛素连接酶 E3

并且每一环指结构域连有两个铸离子。 RINGE3s 的

E3 活性依赖于环指结构域，并通过其与泛素结合酶

E2相连。以前曾有研究表明 RING 结构域家族的 E3

(RING E3s)别构激活泛素结合酶E2从而促进由E2直

接催化的底物 Lys 残基的泛素化[16]。但在与 c-Cbl 相

对应的泛素结合酶 UbcH7 结构上并没有显著的构象

变化. UbcH7 的活性位点 Cys 与 RING 结构域的氨

基酸残基之间的距离最近为 15 Å. 表明 RING 结构

域不可能提供与凹的 Cys 反应的位点，但并不排除

c-Cbl 可能诱导凹的构象变化或者对 E2 与泛素相连

发挥其他作用。 RING E3s 家族包括大量成员，

如:原癌基因 c-Cbl 、 SCF 、 APC 和一些 IAP 家族

成员等。现以原癌基因 c-Cbl 为例阐明其结构及其

与 E2 的相互作用。

2.1 RING E3s 的结构

c-Cbl 在与相应的 E2 发生作用时主要有两部分

发生作用，即酷氨酸激酶结合结构域(tyrosine kinase 

binding domain, TKB 结构域)和 RING 结构域。 TKB

结构域有 1 个 4H(four-helix bundle) , 2 个 EF 手形结

构域和 1 个 SH2 结构域[1飞阳NG 结构域有 1 个 3 条

链组成的 P 折叠片层、 1 个 α 螺旋和两个大环构成，

RING 结构域通过与两个辞离子整合稳定其结构。

RING 结构域通过氢键和范德华作用锚定在TKB结构

域的 4H 束上，其中涉及 RING 结构域中的 7 个氨基

酸残基和 4H 束中的 11 个氨基酸残基，这些氨基酸

残基大都具有保守性，暗示了两个结构域之间相对

精确的排布对其行使酶的功能具有重要作用。 TKB

和 RING 结构域之间通过一个具保守性的大约 40 个

氨基酸残基的问插序列(被称做连接子)相连，此连

接子属于 TKB 结构域的一整合部分，在 c-Cbl 的结

构方面有重要作用，并且己有实验证明了连接子和

TKB 界面的完整性对 c-Cbl 的 E3 活性是必须的[18] 。

在 c-Cbl 中阳NG结构域和连接子的螺旋结构与 E2相

连，但主要依靠 RING 结构域与 E2 相连[川。 RING

结构域中有一个由它的 α 螺旋和两个与悻离子整合

的环构成的浅槽，与 E2 的大部分联系都是在此凹槽

处发生。但连接子的螺旋结构通过界面含有的呈极

性的氨基酸残基和带电荷的氨基酸残基与 E2 的特定

氨基酸形成分子间的氢键，并且连接子也与 E2 发生

相互作用Im1，这可能帮助解释了某些 RING E3s 与

E2 相连还需要→些多肤链的辅助。目前已经发现 c

Cbl 和其相对应的 E2 的特异性主要取决于 c-Cbl 的

T叩408 和Ile383 以及其对应的 E2 的 Phe63[21)。因此
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相对应于 c-Cbl 的 T甲408 和Ile383 和 E2 的 Phe63 位

置的氨基酸残基侧链的性质决定了阻NGE3s 对特定

E2 的偏爱'性[22)。尽管 RING E3s 中 RING 结构域是

泛素连接酶活性所必须的，但并不是所有含有

RING 结构域的蛋白质都具有 RING E3 的活性。例

如:家蚕核多角体病毒中有 6 种编码含有 RING 结

构域的蛋白质，但只有其中的 3 种被证明具有 RING

E3 活性。另外 3 种无活性原因可能是因为其 RING

结构域中无与 E2连接所需要的凹槽结构[23]。并且此

实验组还证明了辞离子是 RINGE3s 具酶活性所必需

的，因为环指结构域维持其特定的构象需要辞离子。

2.2 RING E3s 的可能作用机制

RING家族E3-E2复合物的作用机制还不是很清

楚，人们曾经认为 RING E3s 通过别构激活泛素结

合酶E2从而促进由 E2直接催化的底物Lys残基的泛

素化，但在与 c-Cbl 相对应的泛素结合酶 UbcH7 结

构上并没有显著的构象变化。 RING E3s 的一功能

是招募 E2 和底物，因此它可以通过增加 E2 周围底

物的有效浓度促进底物的泛素化。因此人们提出了

一假说，认为 E2 在其在 E3 连接部位精确安置对 E3

的活性有重要作用。目前己有很多实验表明 RING

E3s 的功能可能不只是招募E2 和底物，也可能对底

物泛素化位点的选择有作用，即 RINGE3 作为骨架

使E2和底物达到最佳定位以便完成泛素由E2转移到

底物特定位点的修饰。

3 U-box 结构域家族的泛素连接酶E3结构

特点及其可能作用机制

U-box 家族的泛素连接酶 E3 是真核细胞蛋白质

翻译后质量控制所必需的。此类蛋白质的 C端都包

含一个大约 70个氨基酸残基的从酵母菌到人类具保

守性的 U-box 结构域. U-box 的三维结构类似于

RING 结构域家族泛素连接酶 E3s 的 RING 结构域，

是此类型的泛素连接酶酶活性所必需的。 U-box 蛋

白家族的泛素连接酶E3 开始被认为是一个多聚泛素

链的装配因子 E4，在与 E1 、 E2 和 E3 的共同作用

下催化靶蛋白多聚泛素链的形成[问。后来被证明是

泛素连接酶囚的一种新的类型，而其促进多聚泛素

链的装配反应了特定泛素连接酶凹的酶活性。 U-box

家族的泛素连接酶凹的作用机制开始认为和 Hect家

族的作用机制类似:通过 U-box domain 与泛素结合

酶 E2相连，然后与泛素形成通过硫醋键结合的中间

复合体，最后催化革巴蛋白的多聚泛素化修饰。但是
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此家族 E3 的 U-box 结构域内部没有保守的 Cys 残

基，甚至此家族的有些成员在 U-box 结构域中根本

不含任何 Cys 残墓。因此这种作用机制不成立。事

实上此蛋白质家族是通过 U-box 结构域与泛素结合

酶E2相互作用从而将泛素直接从泛素结合酶E2转移

到靶蛋自将其泛素化修饰[25]。实验发现所有哺乳动

物类型的 U-box 蛋白都与分子伴侣或分子伴侣协作

因子相互作用，例如:此家族的泛素连接酶 CHIP

可以与 HscIHsp70 相可作用。说明 U-box 结构域 E3s

可能通过与分子伴侣发生作用来识别未折叠或错误

折叠的蛋白质。 U-box 结构域 E3s 作为受体调节未

折叠或错误折叠的蛋白质降解，从而对蛋向质的质

量控制起着重要作用 [26] 。

4 识别靶蛋白的机制

靶蛋白通过被泛素途径的酶E2或E3识别而被泛

素化修饰，通常是通过识别靶蛋白的特定 Lys 残基

而将泛素连接到靶蛋白上。有时对靶蛋白的识别还

需要特定位点的磷酸化并且要达到→定的磷酸化阔

值。除此之外还有另外两种识别机制，目P N-end 规

则和一种新的区别于 N-end 规则的 N端氨基酸残基

识别机制。 N-end 规则一般是针对于不稳定的蛋白

质而言(若 N 端第一个氨基酸是 Phe 、 Leu 、 Trp 、

Tyr、Ile 、 Arg 、 Lys 和 His 等时此蛋白质为不稳定

蛋白质)f27]，泛京系统识别靶蛋白 N端的不稳定氨基

酸，然后将泛亲连接到靶蛋白特定或非特定的 Lys

残基的 ε 氨基基团上。区别于 N-end 规则的 N 端氨

基酸残基识别机制一般是针对于某些N 端并不是不

稳定氨基酸残萃的靶蛋白，泛素系统识别靶蛋白 N

端氨幕酸序列蕴涵的泛素化修饰信息从而将靶蛋白泛

素化标记。对于此种识别机制， Lys 残基不是必

须，靶蛋白中所有 Lys 残基被剔除后仍然被泛素化

修饰降解， 1!=I 与野生型相比泛素化修饰率偏低:与

此相对应的是 N 端氨基酸残基的去除则导致此蛋白

质不能被泛素化修饰。此结果说明了此种识别机制

中是N端氨基酸残基而不是靶蛋白中的 Lys残基决定

了靶蛋白的泛素化修饰。但保留靶蛋白的 N 端氨基

酸残基而将N 端氨基酸序列中的 个或某几个氨基

酸残基替换也会导致靶蛋白不能被泛素化修饰[28] , 

此结果说明了是 N端氨基酸序列而不是 N 端第 个

氨基酸蕴涵了靶蛋白的泛素化修饰信息。通常革巴蛋

-综述.

白的特异性是由 E2 或 E3 决定的， 11=[现在发现多聚

泛素链连接蛋白(multiubiquitin chain binding proteins, 

MCBPs)可以将靶蛋白招募到蛋白酶体，并Fl对泛素

蛋白酶系统特异性选择靶蛋白起一定作用[29 1 0

5 展望
泛素连接酶E3在调节许多生物过科中起着重要

作用，其异常表达经常导致某些疾病的发生。例如

由禁食、癌等系统疾病引起的骨能肌萎缩即是由 f

与肌肉萎缩有关的泛素连接酶 atrogin-l 被异常诱导

所引起的[30J 0 E3 决定了泛素途径底物的特异性。制

药行业利用泛素连接酶凹的这些性质选择E3作为药

物靶点，希望能够通过调控泛素途径对某些疾病进

行治疗。随着生物技术不断发展，泛素连捷酶 E3

的作用机制将逐步阐明，某些顽疾从分子水平上得

到治疗将不再是梦想。
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Ubiquitin Ligase E3 

Dong-Ye Yang, Kai..yu Liu, Ze-Hua Yu* 

(lnstitute of Entomology, Central China Normal University, Wuhan 430079, China) 

Abstract Ubiquitination of protein is high selective and very important in regulating various cellular 

processes. Ubiquitination involves the successive actions of the ubiquin-activating enzyme(E l), ubiquitin-conjugating 

enzyme(E匀， and ubiquitin-protein ligase enzyme(E3). E3 is most directly responsible for substrate recognization. It 

contains three members, including HECT domain E3 , RING domain E3 , and U-box domain E3. Here, we summarize 

the c1assification, the structure and the mechanism of substrate recognization of ubiquitin-protein ligase enzyme 

(E3). 

Key words ubiquitin; ubiquitin ligase; HECT domain; RING domain; U-box domain 
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南方医科大学珠江医院肿瘤中心

Oncology Center, Zhujiang Hospital, The Southem Medical University 

南厅医科大学附属珠江医院肿暗中心(原第一军医大学全军肿瘤中心)国家肿瘤学硕士学位授权学科，

肿瘤学博士培训点，肿瘤学博士后临床工作站。中心现有教授 3 名，副教授 4 人，博士 10 人，硕士 12

人，博土后 3 名。拥有床位 100 张，设有空气层流治疗室，适形放疗中心和大学重点专业实验室。拥

有国际上先进的流式细胞仪、血细胞分离机、程序降温仪、造血干细胞保存装置，在亚洲率先引进氢氢

刀靶|句治疗技术:较早安装了伽玛)j 、光子刀、射频热疗、激光治疗，微波治疗，直线加速器等先进

的肿瘤泊疗设备。 2000 年以来中心先后被指定为国际生物治疗协会亚洲培训中心:中国人民解放军肿瘤诊

泊中心:中国生物医学工程肿瘤靶向治疗技术中心:国际氧氢靶向泊疗中心。中心承担不[l完成了国家

863、国家自然科学基金、广东省及军队重点课题 15 项。申请专利 5 项。 中心主任张积仁教授担任国际

生物治疗学会副主席:国际肿瘤标志学会科学顾问:全军肿瘤专业委员会主任委员:中国生物医学工程

学会肿瘤靶向治疗技术分会主任委员:中国细胞生物学会和中华肿瘤学会常务理事:广东省细胞生物学会

理事长。获国家、军队和省科技成果二等奖 3 项。

珠江医院肿瘤中心|临床开展了细胞免疫治疗、基因治疗、介入治疗、生物靶向治疗、靶|句热疗、

适型放疗、孟氢靶向泊疗等先进泊疗技术。在国内率先开展肿瘤精确治疗的临床研究:开展造血干细胞

移植联合大剂量化疗治疗中晚期肿瘤; B7 基因转移及联合 T 淋巴细胞回输治疗原发性和转移性肝癌:异

基因 T 细胞克隆和移植泊疗鼻咽癌:世界上率先开展经皮穿刺氢氮靶向治疗肝癌、肺癌及立体定向氧氮靶

|句泊疗脑肿瘤新技术:在临床上较早实施了国际先进的规范化治疗、综合治疗和精确化疗方案，取得了

满意的临床疗效。

ri 前中心ι聘请奥地利维也纳大学、美国加州大学、加拿大渥太华大学、意大利米兰肿瘤研究所、

英国剑桥大学、香港大学等 20 余名专家为中心的科学顾问，并建立了协作关系。
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