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氨基酸信号通过抑制SIRT4调控细胞氨脱毒
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摘要      氨基酸是细胞主要的能源物质之一。然而, 氨基酸在代谢过程中产生的氨具有很强的

神经毒性, 因此其需要在肝脏中被转化成尿素排出体外。已有的研究表明, 氨的清除主要是通过尿

素循环(又称鸟氨酸循环)来完成的, 然而这一代谢通路是如何基于细胞内氨基酸水平的变化来被

精确调控目前仍不清楚。该团队发现, 线粒体中的SIRT4会作为一个去氨甲酰化酶响应细胞内氨基

酸水平的变化来调控氨的清除。机制上, 氨基酸代谢产生的氨甲酰磷酸(CP)会通过修饰尿素循环

代谢酶(ornithine transcarbamylase, OTC)的307位赖氨酸来激活OTC的酶活, 促进氨的清除。当感知

到氨基酸不足时, 细胞会通过GCN2-Eif2A-ATF4信号通路上调SIRT4的表达, 进而去除OTC上的氨

甲酰化修饰, 关闭尿素循环。针对这一调控机制, 该团队发现敲除Sirt4会降低小鼠的血氨水平并且

改善四氯化碳诱导的肝性脑病。该研究揭示SIRT4是细胞内氨解毒的一个新的调控因子, 且SIRT4
有望成为肝性脑病的一个新的干预靶点。
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Amino Acid Downregulate SIRT4 to Detoxify Ammonia
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Abstract       Amino acids are one of the major sources of cellular energy, yet ammonia produced from amino 
acid catabolism has serious neurotoxicity. The urea cycle (ornithine cycle) is the primary metabolic pathway in-
volved in ammonia detoxification, but the processes underlying the regulation of ammonia removal by amino acids re-
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main unclear. SIRT4 acts as a decarbamylase that responds to amino acid sufficiency and regulates ammonia removal. 
Mechanistically, amino acids-derived CP (carbamoyl phosphate) promotes lysine 307 carbamylation (OTC K307-CP) 
of OTC (ornithine transcarbamylase), which activates OTC and the urea cycle. SIRT4 expression was transcriptionally 
upregulated by the amino acid insufficiency-activated GCN2-Eif2A-ATF4 axis, leading to decarbamylation of OTC 
and inactivation of urea cycle. Based on this mechanism, Sirt4 ablation decreased mouse blood ammonia levels and 
ameliorated CCl4-induced hepatic encephalopathy phenotypes. This study uncovers a novel role of SIRT4 in ammonia 
detoxification, which could be harnessed to develop a new strategy to cure hepatic encephalopathy.
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1   尿素循环与氨甲酰化修饰
氨基酸的氧化脱氨在具有双层膜包裹的线粒

体内进行 , 以防止氨泄露到细胞质及其他亚细胞器

中 , 降低氨对细胞的毒性。氨的解毒主要在肝脏中

进行 : 肝脏的线粒体中高表达一种叫氨甲酰磷酸合

成酶1(carbamoyl phosphate synthetase 1, CPS1)的
催化酶 , 其可将氨基酸氧化脱下的氨迅速转化为毒

性较低的氨甲酰磷酸 (carbamoyl phosphate, CP)。
接下来 , CP会通过鸟氨酸氨甲酰基转移酶 (orni-
thine transcarbamylase, OTC)进入尿素循环 (urea 
cycle)生成尿素将氨排出体外 [2-3]。同时 , CP也可以

作为核苷酸从头合成的原料 , 参与细胞周期和细胞

分裂过程 [4]。CP具有很强的反应活性 , 可自发与赖

氨酸的末端氨基 (ɛ氨基 )反应生成赖氨酸氨甲酰修

饰 (lysine carbamylation, CP-K)[5]。CP-K也许是自

然界中最为重要的一种蛋白质翻译后修饰 , 因为

光合作用依赖的羧化酶 (ribulose-1,5-bisphosphate 
carboxylase-oxygenase, RuBisCO)依赖于CP-K的激

活 [6]。在人体中, CP-K也同样具有重要的生理与病

理意义。有研究表明皮肤中胶原蛋白的氨甲酰化

水平会随着衰老的进程而升高 , 因此蛋白质的氨甲

酰化修饰也被认为是一种新的衰老标志物 [7-8]。此

外 , 有大量的研究报道在一些肾脏疾病中蛋白质的

氨甲酰化修饰的水平也是升高的 , 因此氨甲酰化修

饰同样可以作为疾病的标志物 [9-11], 然而CP-K在哺

乳动物中的生理功能是什么目前仍不清楚。尤其是, 
CP-K与细胞代谢之间是否存在联系以及这一翻译

后修饰是否可逆这些重要的科学问题仍未得到很

好的回答。

2   细胞内氨甲酰修饰水平受到氨基酸水

平与SIRT4蛋白的共同调控
由于氨基酸分解代谢产生CP可以自发修饰蛋

白形成CP-K(图1A), 因此为了探究细胞内CP-K的水

平是否受到细胞内氨基酸水平的影响 , 我们对细胞

进行了氨基酸饥饿处理 , 结果显示无论是单独缺乏

谷氨酰胺还是全氨基酸饥饿处理都能显著降低细胞

内CP-K水平(图1B)。氨基酸的氧化脱氨主要是在线

粒体中进行的 , 我们发现氨基酸饥饿导致的CP-K水

平降低在线粒体中更为显著 , 这说明线粒体中CP-K
水平的确与氨基酸的分解代谢密切相关。Sirtuin蛋
白是一类以NAD+为底物的蛋白质去修饰酶家族, 这
一类去修饰酶会通过去除蛋白质赖氨酸上的翻译后

修饰来影响蛋白的功能从而调控细胞内一系列的生

理过程[12-14]。为了探究蛋白上CP-K是否可以被线粒

体中的sirtuin蛋白去除, 我们分别在细胞中过表达了

三种定位于线粒体的 sirtuin蛋白—SIRT3~5, 结果

显示只有过表达SIRT4可以降低线粒体内的CP-K水

平 , 提示SIRT4或许是CP-K的去修饰酶 (图1C)。进

一步, 我们纯化了SIRT4蛋白并通过体外实验验证了

SIRT4去修饰酶活 , 并且我们发现相比较于其他几

个已知的去修饰底物 , 包括之前报道的乙酰化 (Ac-
K)[15]、硫辛酰化 (Lipoyl-K)[16]以及羟甲基戊二酰化

(HMG-K)[17]修饰, SIRT4具有更强的去氨甲酰化修饰

的活性(图1和表1)。

3   SIRT4调控OTC和尿素循环
为了探究CP-K的生理功能 , 我们利用蛋白组

学和代谢组学去寻找可能受到CP-K和SIRT4调控

的底物蛋白以及代谢通路。首先 , 我们用CP-K的

抗体和定量分析质谱在小鼠肝脏中鉴定到 142个存

在CP-K修饰的蛋白 ; 接下来 , 我们利用BIO-ID(邻
近蛋白标记技术 )在小鼠肝细胞中鉴定到 135个与

SIRT4存在相互作用的蛋白。我们发现一共有22个
蛋白同时存在于这两个集合当中 , 说明这些蛋白上

不仅存在CP-K修饰 , 并且其很可能会受到SIRT4的



胡颂华等: 氨基酸信号通过抑制SIRT4调控细胞氨脱毒 831

调控 , 而这其中很大一部分都是定位于线粒体的代

谢酶, 包括GDH、GOT2和OTC等(图2A)。最后, 为
了进一步缩小筛选范围 , 我们对WT和 Sirt4 KO小

鼠肝脏进行了代谢组学实验 , 通过对差异代谢物进

行通路富集分析 , 我们发现尿素循环这个代谢通路

改变最为显著 (图2B), 而我们通过蛋白组学筛选到

的其中一个代谢酶OTC也是属于这一代谢通路 , 这
些实验结果提示 SIRT4有可能会通过去除OTC上

的CP-K修饰并改变OTC的酶活来调控整个尿素循

环。利用LC-MS/MS去靶向检测尿素循环代谢物 , 
我们发现所有尿素循环中间代谢物在Sirt4 KO小鼠

肝脏中的水平都是升高的 (图 2C和图 2D)。这说明

SIRT4可能会通过去除OTC上的CP-K修饰来调控

尿素循环。

4   SIRT4通过去除OTC K307位点上的氨

甲酰化修饰(OTC K307-CP)调控尿素循环
通过一系列的细胞生化实验 , 我们发现CP会修

饰OTC的K307位点并促进OTC的酶活 , 因此 , 氨基

酸代谢产生的CP不仅仅是作为OTC的底物 , 还会作

为一种信号分子通过直接修饰OTC蛋白来调控蛋白

的酶活。这说明当氨基酸的分解代谢旺盛时 , 由氨

代谢产生的CP会通过变构激活的方式来激活尿素

循环从而促进氨的清除。与之相对应的是 , SIRT4
则会以NAD+依赖的方式去除该位点上的CP-K修

饰抑制OTC的酶活从而关闭尿素循环。此外 , 我们

发现SIRT4的转录水平还会受到细胞内氨基酸水平

的调控 , 因此 , 当感知到氨基酸不足时 , 细胞会通过

GCN2-Eif2A-ATF4信号通路上调SIRT4的表达以减

A: CP修饰蛋白质赖氨酸残基形成CP-K的示意图。B: 氨基酸饥饿降低细胞内的CP-K水平。HepG2细胞分别用Glutamine缺乏培养基和全氨基

酸缺乏培养基处理4 h, 然后分离线粒体和胞质并用Western blot检测不同细胞组分中CP-K的水平。C: 过表达SIRT4降低细胞内CP-K水平。细

胞分别转染SIRT3、SIRT4和SIRT5 48 h之后分离线粒体并检测CP-K的水平。D: SIRT4去除蛋白质上CP-K的示意图。

A: schematic diagram of nonenzymatic carbamylation between carbamoyl phosphate and ɛ-amine of lysine. B: amino acid starvation decreases 
mitochondrial CP-K levels. CP-K levels in whole-cell lysates, mitochondria, and cytoplasm of HepG2 cells, with or without glutamine or total amino 
acid starvation for 4 h. C: SIRT4 overexpression decreases mitochondrial CP-K levels. CP-K levels of mitochondrial proteins were detected in HepG2 
cells and HepG2 cells overexpressing SIRT3, SIRT4, or SIRT5. D: schematic illustration of NAD+-dependent decarbamylation catalysed by SIRT4.

图1   氨甲酰化修饰是一种动态可逆的翻译后修饰 (数据修改自参考文献[1])
Fig.1   Carbamylation is a reversible posttranslational modification (modified from reference [1])
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表1   SIRT4对于不同修饰底物的酶活参数(根据参考文献[1]修改)
Table 1   Enzyme viability parameters of SIRT4 for the different modified substrates (modified from reference [1])

多肽

Peptides
Kcat  /s–1 Km /µmol‧L–1 Kcat‧Km

–1  /L‧s–1‧µmol–1

K307CP 0.001 4±0.000 3 201.94±42.00 6.93±1.42

K307Lipoyl 0.001 2±0.000 2 458.60±79.40 2.62±0.48

K307HMG 0.000 6±0.000 1 660.90±105.80 0.91±0.15

K307Acetyl ND ND (>2 500) ND

动力学参数采用Briggs-Haldane方法进行统计, 所有结果统计数据均以x
_
±s形式表示, n=3。ND: 测不出。

HMG-modified and acetylated OTC K307-CP peptides, and the kinetic parameters of these reactions were determined using the Briggs-Haldane ap-
proach, data are represented as x

_
±s; n=3. ND: not detected.
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少尿素的生成 (图3)。最后 , 为了探究SIRT4调控尿

素循环的生理意义 , 我们利用CRISPR-Cas9构建了

Sirt4敲除小鼠, 我们发现Sirt4 KO小鼠血氨浓度要低

于WT小鼠。进一步, 我们通过腹腔注射CCl4的方式

构建了肝性脑病小鼠模型 [18], 发现敲除Sirt4会降低

小鼠的血氨水平, 并且改善CCl4诱导的肝性脑病。

5   总结与展望
作为细胞内重要的营养物质 , 氨基酸最主要的

生理功能是为蛋白质、核苷酸等生物大分子的合成

A: K-CP修饰蛋白组和SIRT4互作蛋白组中共同鉴定到的蛋白。B: 对WT和Sirt4 KO小鼠肝脏中差异代谢物(P<0.05, FC>2)进行通路富集分析并

以气泡图的形式进行展示。通路影响因子表示鉴定到的差异代谢物数量占该通路中所有代谢物总和的百分比。C: Sirt4 KO小鼠肝脏中尿素循

环中间代谢产物水平升高。所有数据均以x
_
±s形式表示, 采用One/Two-Way ANOVA检验(*P<0.05, ***P<0.001)。D: 尿素循环代谢通路示意图。

A: co-identified proteins in the K-CP proteome and the SIRT4 interactome. B: the metabolites (P<0.05, FC>2) in the liver of WT and Sirt4 KO mice 
were analyzed via pathway enrichment and displayed in the form of bubble map. Pathway impact is a measure for the percentage of metabolites that 
measured in a given pathway. C: the intermediate metabolites of urea cycle were increased in the liver of Sirt4 KO mice. Data are presented in the x

_
±s 

form, and significance was calculated using a One/Two-Way ANOVA test (*P<0.05, ***P<0.001). D: schematic diagram of the urea-cycle metabolism 
pathway.

图2   SIRT4调控OTC和尿素循环(数据修改自参考文献[1])
Fig.2   OTC and urea cycle are regulated by SIRT4 (modified from reference [1])
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提供原料(building blocks)。然而在特定的生理情况

下, 例如长时间的饥饿处理, 氨基酸也可以作为一种

能源物质被动员起来去为细胞提供能量, 而这一过

程则会以产生有毒的氨作为代价。在细胞中, 这些

有毒的氨需要及时通过尿素循环生成尿素排出体

外, 否则氨的累积将会造成细胞毒性。尽管如此, 选
择氨基酸作为能源物质依然不是一种经济的选择, 
因为将游离氨以尿素的形式排出会造成细胞内氮源

的流失。因此, 氨的代谢去路应该根据细胞内氨基

酸的丰度以及利用程度而被精确调控。本研究发现

当氨基酸的分解代谢旺盛时, 由氨代谢产生的CP会
通过变构激活的方式来激活尿素循环, 促进氨脱毒; 
当感知氨基酸不足时, 细胞会上调SIRT4表达去除

OTC上的CP-K修饰关闭尿素循环。这一调控的生理

意义可能在于: 当细胞感知到氨基酸不足时, 细胞会

尽可能利用有限的氮源, 包括有毒的氨。有研究表明, 
CP可以直接作为底物参与嘧啶核苷酸的合成[4], 这
提示当OTC的活性被抑制之后, 由氨代谢而来的CP
可能会直接参与核苷酸等生物大分子的合成。

除此之外, 这一调控机制同样具有十分重要的

病理意义。在一些肝功能损伤的疾病(例如肝硬化)
当中, 血液中氨水平的异常升高会引起高氨血症(又
称尿素循环代谢病), 最终造成中枢神经系统功能障

碍, 例如脑水肿和脑疝[19-21]。肝癌病人经常发生由

图3   SIRT4去除OTC K307-CP并调控尿素循环

Fig.3   SIRT4 regulates urea cycle via decarbamylation of OTC K307-CP
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于肝脏氨排毒功能障碍导致的高血氨症, 直接威胁

病人生命。因此, 阐明肝脏的氨脱毒机制具有重要

的理论与临床转化价值。
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